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Die folgenden Angaben sind den vom Anmelder eingereiehten Unterlagen entnommen 

@ Mutein einer Kette eines Proteins aus der Superfamilie des Wachstumsfaktors TGF-P 

@ Die vorliegende Erfindung betriffl Muteine einor Kette 
eines Proteins aus der Superfamilie des Wachstumsfak- 
tors TGF-p mil antagonistischer und/oder partiell agoni- 
stischer Alrtivitat. 

Die Falctoren der TGF-p Superfamilie iiben im Organis- 
mus eine jeweils eigene spezifische Funktion aus. Eine 
Uberexpression dieser Proteine kann fiir den betroffenen 
Patienten gravierende Folgen haben, z. B. ektope Kno- 
chenbildung oder Psoriasis. Um diesen pathophysiologi- 
schen Wirkungen begegnen zu konnen, sollen Hemmstof- 
fe fur diese Faktoren entwickelt werden. 
Die Erfindung stellt Muteine einer Kette eines Proteins 
aus der Superfamilie des Wachstumsfaktors TGF-p zur 
Verfijgung, die nach Bildung eines Homodimers antago- 
nistisch und/oder partiell agonistische Aktivitat aufwei- 
sen, wobei die Muteine an einer oder mehreren Positio- 
nen verandert sind, die im unveranderten Protein an einer 
niederaffinen Bindung des Proteins an seinen Rezeptor 
beteiligt sind. 

Die erfindungsgemafSen Muteine sind von Interesse fur 
die Prophylaxe und Behandlung von Erkrankungen, die 
durch eine Uberexpression von Faktoren der TGF-p Su- 
perfamilie hervorgerufen werden. 
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Beschreibung 

[0001] Die vorliegende Erflndung betrifft Muteine einer Kette eines Proteins aus der Superfamilie des Wactistumsfak- 
tors TGF-P mit antagonistischer und/oder partiell agonistischer Aktivitat, Derivate eines Proteins aus der TGF-P Super- 
5 familie, pharmazeutische Zusammensetzungen, die die erfindungsgemaBen Muteine und/oder Derivate unifassen sowie 
die fiir die Muteine oder Derivate davon kodierenden Nukleinsauren. 

[0002] Die Protein-Familie des TGF-(transfonnierender Wachst.uTnsfaktor)-P umfasst eine groBe An/.ahl von struktu- 
rell verwandten Polypeptid-Wachsluinsfaktoren, deren jeder eine faszinierende Reihe zelluliirer Prozesse, einschlieBlich 

der Zellproliferation, Zellliniendetermination, Differenzierung, Mobilitat, Adhasion und Zelltod reguliert. Die Faktoren 
10 werden entsprechend komplexer zeitlicher und gewebespezifischer Muster exprimiert und spielen eine wichtige Rolle 
bei der Entwicklung, Homoostase und Reparatur von nahezu alien Geweben in eukaryontischen Organismen, von der 
Fruchtfliege bis bin zum Menschen. Insgesamt sind diese Faktoren fiir einen wesentlichen Teil der intrazellularen Signale 
verantwortlich, die das Zellschicksal bestimmen. 

[0003] Fine Reihe von Arbeiten der vergangenen Jahre hat zur Aufklarung des TGF-P-Signaltransduktionsweges ge- 
ts ftihrt. Die Signaltransduktion involviert Rezeptor-Serinkinasen an der Zelloberflache, deren Substrate, die SMAD-Pro- 
teine, nacli Phosphorylierung in den Kern wandem, wo sie die Transkription des Zielgenes in Zusammenarbeit mit DNA- 
bindenden Partnem aktivieren. Die multifunktionelle Natur von TGF-P und der weiteren zur TGF-P Superfamilie geho- 
rcndcn Faktoren schcint auf dcm Zusammenspicl untcrschicdiichcr Rczcptorcn, SMAD-Protcinc und DNA-bindcndcr 
Proteine 7.u beruhen. Storungen dieses Signal-TVansduktionsweges sind die Ursache verschiedenerFonnen menschlicher 
20 Karzinome und Fntwicklungsstorungen. 

[0004] Die TGF-P-Superfamilie umfasst verschiedene Subfamilien mit jeweils zwei bis 4 Mitgliedem. Fine ausfuhrli- 
che Ubersicht tiber die verschiedencn Subfamilien und deren Eigenschaften ist z. B. in Massague (1998) gegeben. 
[0005] Die folgende Tabelle I gibt einen Uberblick uber einige der wichtigsten bis heute bekannten etwa 20 Mitglieder 
der TGF-p SupcrfamiMo, die als "bone morphogenctic proteins" und "growth and dilfcrcntiation factors" die Ncubildung 
25 und Regenerierung von Gewebe im erwachsenen Organismus steuem sowie an friihen und spaten Schritten der Rmbryo- 
nalentwicklung wesentlich beteiligt sind. 



Tabelle I 



30 


Namen 


% Identitat 


Typische AktiviUten 


Pathopliyslologie 




BMP-2 


100 




Knochen- und Knorpel- 


Ektope Knocfienbildung 


35 


BMP-4 


92 




Entwicklung; Embryonal- 
Entwicklung, Apoptose 






BMP-5 


61 




Beitrag zur Entwicklung 


Ektope Knochenbildung; 


40 


BMP-6 
BMP-7/0P1 


61 
60 




beinahe aller Organe 


Psoriasis (BMP-6) 


45 


BMP-8/OP2 


55 










GDF-5/CDMP1 


57 




Knorpelbildung in der 






GDF-6/CDMP2 


54 




GliedmaSenentwicklung 




50 


GDF-7 


57 










GDF-8/Myostatin 


..41 




Homoostase von 


Muskeldegeneration? 


55 








Skelettmuskein 






TGF-pi 


35 




Wachstumshemmung. 


Fibrose, Narbenbildung 




TGF-P2 


34 




Synthase von 




60 


TGF-P3 


36 




extrazelluiarer Matrix 





[0006] Obwohl die Aminosaure-Primarsequenzen der Mitglieder der TGF-P-Superfamilie, wie aus der Tabelle ersicht- 
lich, untereinander teilweise relativ geringe Ubereinstimmungen aufweisen, gibt es alien Proteinen der verschiedenen 
65 Subfamilien gemeinsame strukturelle Merkmale. So sind z. B. alle Proteine der Superfamilie Dimere, die aus zwei meist 
identischen Monomeren autgebaut sind. Eine weitere Gemeinsamkeit ist der Signaltransduktionsweg: alle 'IXiF-p-ahnli- 
chen Proteinfaktoren signalisieren iiber zellulare Rezeptoren, die aus zwei verschiedenen Typen von Serinkinase-Rezept- 
orketten zusaimiiengesetzt sind. Die Typ I-Kette weist eine cyloplasmadsche GS-Box und eine Serinkinase auf, die die 
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z.ellularen SMADl- und -5-Signalprot.eine aktiviert. Die Typ TT-Ket.te aktiviert eine Typ T-Rezeptor-vSerinkinase durch 
Transphosphorylierung des GS-Box-Segiiienles. Die kleinen Rezeplor-Eklodoiiianen der Typ I- bzw. Typ II-Kellen, je- 
weils 120 bis 150 Aminosauren lang, zeigen untereinander nur eine sehr geringe Ahnlichkeit, und auch verschiedene 
Ketten des gleichen Typs sind relativ wenig konservieit. Ein gemeinsames Merkmal aller bekannten Rezeptorketten der 
TGF-|i-Supeifaimlie sind jedoch vier konservierte Disulfidbriicken; zusatzliche Disulfidbriicken und die Positionen ei- 5 
niger weniger Aminosaurereste scheinen fiir entweder 'lyp I- oder Typ II-Rezeptorproteine charakteristisch zu sein. 
[0007] Die Mitglieder der TGF-P-Superfainilie zerfallen jedoch hinsichtlich ihres Bindungsmechanismusses in 2 
Gruppen, die der TGF-P-/Aktivin-ahnlichen Proteine und die der BMP(bone-morphogenelic protein)-2-ahnlichen Pro- 
teine. 

[0008] Fiir den Namenspatron der Superfamilie, d. h. TGF-fi, ist ein geordneter sequentieller Mechanismus der Bin- 10 
dung an seine zellularen Rezeptoren beschrieben worden. Demnach bindet zuniichst ein externer Ligand an die Typ II- 
Rezeptorkette und anschlieBend wird Typ I-Rezeptor aus der Membran in den Komplex rekrutiert. Dementsprechend 
sfellt die Typ II-Kette den fiirTGF-fJ hochaffinen Rezeptor dar. Fiir die Wechselwirkung von Aktivinen mit ihren Rezep- 
toren scheint es einen vergleichbaren Mechanismus zu geben. Die Mitglieder der TGF-P-Superfamilie, deren Bindungs- 
mechanismus mit dem fiir TGF-|3 beschriebenen iibereinstimmt, wurden deshalb zusammenfassend als TGF-P-/Aktivin- 15 
ahnliche Proteine bezeichnet. Zu diesen werden alle Mitglieder der TGF-p-Superfaniilie gerechnet, die N-terminal eine 
4. Disulfldbriicke aufweisen. Dies sind nach heutigem Kenntnisstand TGF-Pl, TGF-P2, TGF-P3, alle Aktivine und In- 
hibinc sowic BMP-11 und GDF-8. 

[0009] Die Bindung von BMP-2 an seine zellularen Rezeptoren folgt jedoch einem Mechanismus, der sich von dem fiir 
die TGF-(}-/Aktivin-ahnIichen Proteine etablierten unterscheidet. Im Gegensatz zu Situation bei TGF-jB sind die Hoch- 20 
affinitats-Rezeptoren fiir BMP-2 die Typ I- Ketten BMPR-IA, BMPR-IB und moglicherweise auch AclR-I. Typ II-Ketten 
selbst konnen gelostes BMP-2 zwar ebenfaLls binden, jedoch mit weitaus geringerer AfSnitat. Daraus ist geschlossen 
worden, dass die Reihenfolge der Typ I- und Typ II-Rezeptor- Wechselwirkung mit BMP-2 im Vergleich zu der fiir TGF- 
p etablierten Reihenfolge umgckchrt ist. Die fiir die TGF-j5/-Aktivin-ahnlichcn Proteine gcwonncncn Erkcnntnisso kon- 
nen daher nicht auf BMP-2 und Faktoren mit ahnlichem Mechanismus, wie z. B. BMP-4, -5, -6 und -7, GDF-5, -6, -7 25 
(BMP-2-ahnliche Faktoren) iibertragen werden. 

[0010] Fiir keinen der Typ I- oder Typ II-Rezeptoren ist bis heute ein Epitop auf dem entsprechenden Liganden lokali- 
siert und charakterisiert worden. Fiir TGF-Pl und Aktivin A sind Mutantenproteine konstruiert und analysiert worden, 
die eine veriinderte biologische Aktivitat und RezeptorbindungsafHnitat aufweisen. Fiir BMP-2 sind synthetische Peptide 
beschrieben worden, die den Schlaufen von BJVU'-2 entsprechcn und die die BMl'-2 Aktivitat inhibieren (EP 691 349). 30 
[0011] Alle f'aklorcn der TGF-P Superfamilie, auch die nahc verwandten Vertretcr ciner Tlntergruppc, iibcn im Orga- 
nismus cine clgcue spezifische Funktion aus, die sich in der zell- und stadienspezifisclien Expression der Gene sowie in 
Auswirkungen von Mutationen zeigt. Die Inaktivierung von BMP- oder GDF-Genen kann in Saugetieren zum Absterben 
in verschiedenen Embryonalstadien (BMP-2, BMP-4) oder in derperinatalen Periode (BMP-7) fiihren; des weiteren sind 
spezifische Anderungen der Entwicklung yon Skelettelementen (GDF-5, BMP-5) beobachtet worden. Durch Uberex- 35 
pression der ftoteine kann es zu ektoper Knochenbildung (BMl'-2, BMIM und andere), Psoriasis (BMl'-6), Neuriten- 
neubildung (GFD-5) oder zur Regenerierung von ischamischen Nierenschaden (BMP-7) kommen. Eine Uberexpression 
von GDF-8 (Myostatin) fiihrt moglicherweise zu Muskelschwund. Problematisch ist auch die durch TGF-P induzierte 
Wucherung der extrazellularen Matrix bei Fibrose, Narbenbildung oder Zirrhose. 

[0012] Um einer pathophysiologischen Wirkung der Proteine aus der TGF-P-SuperfamiUe vorbeugen bzw. entgegen- 40 

treten zu konnen, ware es daher iiberaus wunschenswert. Ilemmstoffe fiir diese Faktoren zu entwickeln. 

[0013] Aufgabe der Eriindung ist es somit, Mittel bercit/.uslellen, mit der die pathophysiologischen Wirkungen von 

Mitgliedern der TGF-P-Superfamilie vemiindert werden konnen. 

[0014] ErfindungsgemaB wird diese Aufgabe gelost durch ein Mutein einer Ketle eines Proteins aus der Superfamilie 
des Wachstumsfaktors TGF-P, wobei das Mutein nach Bildung eines Homodimers antagonistische und/oder partiell ago- 45 
nistische Aktivitat aufweist, wobei das Mutein an einer oder mehreren Position(en) verandert ist, die im unveranderten 
Protein an einer niederafflnen Bindung an seinen Rezeptor beteiHgt ist/sind. 

[0015] Unter einem Antagonisten werden erfindungsgemaB ftoteine verstanden, die an die Rezeptoren fiir die natiirli- 

chen Proteine der Super-Familie des Wachstumsfaktors TGF-P binden, mit ihrer Bindung jedoch die normalen biologi- 
schen Folgereaktionen nicht ausLosen. Nach Bindung eines Antagonisten findel daher keine Signaltransduktion stall. Un- 50 
ter "partiell agonistischer Aktivitat" wird im Zusammenhang mit der vorliegenden Erfindung eine Aktivitat verstanden, 
die zwar in gewissem Umfang die normalen biologischen Folgereaktionen auslost, das AusmaB dieser Folgereaktionen 
jedoch weit hinter der durch den ein natiirliches Protein ausgelosten Folgereaktion zuriickbleibt. Unter einer partiell ago- 
nistischen Aktivitat wird daher im Zusammenhang mit der vorliegenden Erfindung eine Aktivitat verstanden, die weni- 
ger als 80%, bevorzugt weniger als 50% und besonders bevorzugt weniger als 25% der Aktivitat des entsprechenden na- 55 
tiirlichen Proteins aufweist. Die Aktivitat kann dabei z. B. durch den C2C12-Tfcst bestirimit werden, der nachfolgend im 
Kapitel "Material und Methoden" beschrieben ist. 

[0016] Unter einer "niederafhnen Bindung" wird im Zusammenhang mit der BMP-2-ahnlichen Subfamilie eine Bin- 
dung verstanden, die erst bei einer Konzentration des Liganden von 10 nM oder mehr, oft sogar von mehr als 100 nM 
oder 1 jjM, zu einer halbmaximalen Sattigung des Rezeptorproteins fiihrt. Im Gegensatz dazu wird unter einer "hochaf- 60 
finen Bindung" eine Bindung verstanden, die bereits bei einer Konzentration des Liganden von weniger als 10 nM, oft 
sogar bereits von weniger als 1 nM, zu einer halbmaximalen Sattigung eines Rezeptorproteins fiihrt. Die Sattigung in 
Abhangigkeit von der Ligandenkonzentration kann dabei mittels eines Biosensorsystems gemessen werden, wie es in 
Beispiel 4 beschrieben ist. 

[0017] In Verbindung mit der SubfamiUe der TGF-p/Aktivin ahnfichen Proteine ermogUcht eine "hochaffine" Bindung 65 
die Bindung des Liganden an den Rezeptortyp II auch in Abwesenheit von Rezeptortyp I, wie sich in ganzen ZeUen 
durch chemische Quervemetzung mit radioaktiv markierten Liganden nachweisen laBt. Im Gegensatz dazu ist die "nie- 
deraffine" Bindung des Liganden an die Rezeptorkette I in Abwesenheit der Typ II Kette iriit nur sehr geringer Eflizienz 
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moglich und wird in Gegenwart. der Typ TT Xette verstarkt. Dies laBt sich ebenfalls durch Quervemety.ung mit radioaktiv 
markierlen Liganden Qberpriiren (siehe z. B. Massague; 1998: Wuylens el al., 1999). 

[0018] Unter einem "unveranderten Protein" wird ein Wachstumsfaktor aus der TGF-ji-Superfamilie in der Form ver- 
standen, in der er natiirlicherweise in einem Saugetier gefunden wird und biologische Aktivitat ausubt. Die Angabe "an 
5 einer oder mehreren Position(en)" bedeutet, dass im Mutein ggf. nur eine einzige Aminosaure verandert ist, dass abei; 
z. B. wo weiterreichende Deletionen durchgefiihrt worden sind, auch eine groBere Anzahl von Aminosauren verandert 
sein kann. Tn bevorz.ugten Ausfiihrungsfomien sind zwischen 1 bis 50, besonders bevorzugt. 1 bis 25 oder 1 bis 10, gan/. 
besonders bevorzugt zwischen 1 bis 5 Aminosauren verandert. 

[0019] ErflndungsgemaB konnen die Muteine eine Deletion einer oder mehrerer Aminosauren aufweisen, wobei sich 
10 die Deletion mehrerer Aminosauren auf mehrere Positionen der Proteinkette beziehen kann. Bevorzugt sind jedoch Mu- 
teine, bei denen eine oder mehrere Aminosauren durch andere Aminosauren substituiert sind, wobei die mehreren Ami- 
nosauren benachbart oder nicht benachbart sein konnen. Bevorzugt ist dabei eine nicht konservative Substitution, beson- 
ders bevorzugt die Substitution durch eine Aminosaure mit andersartiger T.adung oder anderer GroRe. Dazu sei folgendes 
erlautert: Grundsatzlich werden vier physikochemische Gruppen unterschieden, in die die natiirlicherweise vorkommen- 
15 den Aminosauren eingeteilt werden. Zur Gruppe der basischen Aminosauren gehoren Arginin, Lysin und Histidin. Zur 
Gruppe der sauren Aminosauren gehoren Glutaminsaure und Asparginsaure. Die ungeladenen/polaren Aminosauren 
umfassen Glutamin, Aspargin, Serin, Threonin und lyrosin. Die nicht polaren Aminosauren umfassen Methionin, Phe- 
nylalanin. Tryptophan, Cystcin, Glycin, Alanin, Vahn und Prolin, Lcucin und Isolcucin. Eine nicht konservative Substi- 
tution bedeutet in diesem Zusammenhang den Austausch einer gegebenen Aminosaure durch eine Aminosaure einer an- 
20 deren physikocheniischen Gruppe. Besonders bevorzugt ist der Austausch einer Aminosaure einer ersten Gruppe durch 
eine Aminosaure einer zweiten Gruppe, wobei die Aminosauren der zweiten Gruppe eine andere Ladung als die Amino- 
sauren der ersten Gruppe aufweisen. 

[0020] Bevorzugt ist auBerdem der Austausch einer groBen Aminosaure durch eine der kleinen Aminosauren Glycin, 
Alanin odor Serin. Bevorzugt ist wcitcrhin der Austausch einer der kleinen Aminosauren durch eine der groBcn Amino- 
2.5 sauren Tryptophan, T^rosin, Phenylalanin, T^ucin, Tsoleucin oder Glutamin. 

[0021] In einer dritten Ausfiihrungsform werden ein oder mehrere Aminosauren insertiert. Insertionen mehrerer Ami- 
nosauren konnen an einer Position oder an mehreren Positionen der Kette auftreten. 

[0022] In einer weiteren Ausfiihrungsform werden ein oder mehrere der angegebenen Aminosaurereste chemisch mo- 

diflzierl. Bei dor Modifikation kann es sich z. B. um die kovalcnte Vcrbindung mit einem oder mehreren Resten handeln, 
30 die aus der folgenden Gruppe ausgewahlt sind: Carbonsauren, Amine, Polyethylenglycol, Biotin und Zucker (DeSantis 
etal., 1999). 

[0023] In einer bevorzugten Ausfiihrungsform ist das Mutein von einer Kelle eines BMl^-2-ahnlichen Proteins abge- 
leitet. ZurFamilie der BMP-2-ahnlichen Proteine gehoren die BMP-2 Subfamilie, BMF-5 Subfamilie und GDF-5 Sub- 
familie (s. Klassifizierung dieser FamiUen von Massague (1998)). Wie auch aus TabeUe I hervorgeht, weisen dabei die 

35 Mitglieder der BMP-2 Subfamilie untereinander eine Identitat von 92% auf, wahrend die Mitgheder der BMP-5 und der 
GDF-5 Subfamihe eine Identitat von 54 bis 61%, bezogen auf BMl'-2 aufweisen. Fiir die Angehorigen dieser drei Sub- 
familien wird davon ausgegangen, dass sie dem oben erwahnten Reaktionsmechanismus, der fiir BMP-2 nachgewiesen 
worden ist, folgen, d. h., dass sie im Gegensatz zu den TGF-^s oder Aktivinen zunachst mit hoher Affinitat an die Typ I- 
Ketten BMPR-IA, BMPR-IB und moglicherweise auch ActR-I binden. 

40 [0024] Uberraschenderweise wurde nun gefunden, dass Muteine tiiit partiell agonistischer bzw. antagonistischer Wir- 
kung solchc Muteine sind, bei der in der von BMP-2, BMI-'-4, BMP-5 usw. abgeleilelen Proteinkette mindcstens eine 
Aminosiiurc aus dctu Bindungsepitop fiir den natiirUchen BMP-Rezeptor 11 deleticrl. subsliluicrl oder niodihzicrl oder 
mindestens eine Aminosaure in das Bindungsepitop insertiert ist. Die Erfinder haben im Rahmen der vorliegenden Erfin- 
dung die Bindungsepitope fiir alle beleiliglen RezepLoren bestimint. Es wurde festgestellt, dass die Aminosaure-Positio- 

45 nen von BMP-2, die die Bindungsaffinitat fiir die BMPR-IA- oder BMPR-II-Rezeptorketten bestimmen, zwei einander 
nicht iiberlappende Sets bilden. In Fig. 1 ist gezeigt, dass diese Determinanten iiber die gesamte BMP-2 Sequenz verteilt 
sind. Das raumhche ModeU. in Fig. 5 zeigt, dass die funktioneUen Reste zwei getrennte Epitope auf der Oberflache des 
homodimeren BMl'-2 Molekiils bilden. 

[0025] Im ersten Epitop, das Reste aus beiden Untereinheiten umfasst, sind die Deteniiinanten fiir die BMPR-IA 
50 Wechselwirkungen angeordnei. In Fig. 5 sind die Aiiiinosaureresle des erslen Epilops auf einer ersten Unlereinheit kur- 
siv dargestellt, wahrend die Aminosaurereste des ersten Epitops auf einer zweiten Unlereinheit durch normale Buchsta- 
ben gekennzeichnet sind. Das Epitop ist hochdiskontinuierlich und umfasst Reste aus dem pi-Faltblatt, der Schlaufe vor 
der Helix a3 und die Hehx a3 von einem Monomer sowie Telle dergroBen (d-Schlaufe zwischen den Faltblattern P2 und 
p3 sowie das Faltblatt |i8 des anderen Monomers. Eines der Monomere tragt so die Reste V26, D30 und W3 1 aus dem p- 
55 Faltblatt-Bereichen P-2 und P3 sowie die Reste KlOl und Y103 aus dem p-Faltblatt-Bereich pS bei. Das andere Mono- 
mer tragi die Reste 162, L66, N68 und S69 aus der Hehx a3 sowie die Reste F49, P50, A52 und H54 aus dem Bereich vor 
der HeUx a3 bei. Auf Grund der raumlichen Struktur des Monomers wird dieses Epitop als "Wrist"-Epitop bezeichnet: 
Die Monomere werden mit einer offenen Hand verglichen, bei der die zentrale Helix a3 das Handgelenk und 2 neben- 
einander angeordnete P-Faltblatter die 4 Finger darstellen; die Schlaufen 1 und 2 entsprechen den Fingerspitzen jeden 
60 Fingerpaares. Das N-terminale Segment lindet sich an der Position des Daumens. Folglich befindet sich das erste Epitop, 
das um die zentrale a-Helix angeordnei ist, am Handgelenk (Wrist). Es hat AusmaBe von ungefalir 2 X 2,5 bis 3 nm. 
Diese Ausdehnung ist mil der Funkiion als hoehafiiner WechselwirkungssteUe kompatibel. 

[0026] Das zweite Epilop, das auf der Handriickseite nahe den auBeren Fingersegmenten angeordnei isl, ist fiir die nie- 
deraffine Bindung von BMP-2 an den BIVIPR-II verantwortlich. Es setzt sich nur aus Aminosaureresten einer Unlerein- 
65 heit zusammen und wird auch als "Knuckle"-Epitop bezeichnet. Die Aminosaurereste A34 und H39 sind in den p-Falt- 
blattem p-3 bzw. p-4 angeordnei, die Aminosaurereste S88 und L90 im Faltblatt p-7 imd LlOO im Faltblatt p-8. Vom 
Aminosaurerest El 09 nehmen die Erfinder an, dass er ein weiterer fiir den Kontakt wichtiger Aminosaurerest ist. Das 
zweite Epitop scheint sehr viel kleiner als das erste Epitop zu sein, da viele Aminosaurereste an den Grenzen des zweiten 
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Epitops ohne sichtbare Wirkungen auf die Rezeptorbindung oderdie biologische Aktivitat modifiz.iert werden konnen. 
Es kann gegenwarlig jedoch noch nicht ausgeschlossen werden, dass das Epitop weitere funklionelle Aininosaurereste 
enthalt. 

[0027] Die beiden Epitope sind voneinander funktionell und raumlich getrennt. Von alien Bindungsdeterminanten 
wurde festgestellt, dass sie entweder fur BMPR-I (Typ I) oder BMPR-II/ActR-II (Typ II) spezifisch sind. Am Fall von 5 
BMl'-2 konnten antagonistische Muteine lediglich fiir das Knuckle-Epitop gefunden werden. Die verschiedenen Epitope 
sind durch Bindungsdeterminanten definiert und durch neutrale Reste voneinander abgegren/.t. Sie bilden nicht iiberlap- 
pende Bereich auf der Oberllache der etabUerten 3-dimensionalen Struktur von BMP-2. Dennoch kann nicht ausge- 
schlossen werden, dass wahrend der Typ I und Typ n Rezeptorbindung kooperative Effekte auftreten. Das Wrist-Epitop 
und das Knuckle-Epitop sind voneinander nur durch die Dicke eines |3-Faltblatts getrennt, das die Konformation nach 10 
Bindung an die Ektodomane iindern kann und auf diese Art und Weise kooperative Wirkungen vermitteln kann. Die 
raumliche Trennung der Epitope legt es welter nahe, dass jeder der mit der Symmetrie zusammenhangenden Telle des di- 
meren BMP-2 Molekiils ein Paar funktionelie Epitope enthalt und das zwei unabhangige Wrist-Epitope und zwei unab- 
hangige Knuckle-Epitope insgesamt 4 Rezeptorketten binden konnen. Ein Koinplex zwischen eineni BMP-2 und zwei 
BMPR-IA Ektodomanen ist bereits identiflziert worden (Kirsch et al., 2000(c)), 15 
[0028] Keines der Epitope weist jedoch die typischen Ladungsmuster auf, wie sie kurzlich fiiir Rezeptoren diskutiert 
wurden (Griffith et al. 1996). 

[0029] Ohnc an dicsc Thcoric gcbundcn scin zu wollcn, wird angcnommcn, dass die crfindungsgcmaBcn BMP-2 Ant- 
agonisten hochstwahrscheinlich eine Folge des geordneten sequentiellen Bindungsmechanismus sind, der die Re/eptor- 

aktivierung bewirkt. Deni Modell zufolge blockiert der Antagonist die hochaffine Typ I Rezeptorkette mit seinem intak- 20 
ten Wrist-Epitop, und das durch Substitution, Deletion, Modifikation oder Insertion veranderte Knuckle-Epitop verhin- 
dert die sich daran anschlieBende OUgornerisierung mit niedrig affinen Typ II Rezeptorketten. Der vergleichsweise nied- 
rige IC50 der Antagonisten sowie ihre effiziente Kompetiuon mit BMP-2 um die Rezeptorbindung weisen darauf hin, 
dass cs iibcrwicgcnd die Typ I Kcttcn sind, die die Bindung von BMP-2 an den gcsamtcn Rczcptorkompicx stcucrn, 
moglicherweise indem sie die Asso/.iationsgeschwindigkeit flir BMP-2 bestimmen. Die Halbwertszeit des Komplexes 25 
zwischen BMP-2 und dem Typ 1 Rezeptor von mehr als 30 Minuten fuhrt hochstwahrscheinlich dazu, dass die Bindung 
an den zeUularen Rezeptor irreversibel ist. Eine interessante Beobachtung ist in diesem Zusammenhang die niedrige 
Restaktivitat der hoch antagonistischen Muteine A34D und L90A im C2C12-Test, wenn man beriicksichtigt, dass die 
Bindung an die Ektodomanen der Typ II Rezeptorketten nur ungefahr 5 bis 15-fach verringerl ist. Moglicherweise ist die 
glcichzciligc Bmdung von zwei I'yp II Ketten fiir eine effiziente Rezeptoraktivierung notwendig, so dass cine Abnahme 30 
der Bindungsaffinitat sich slarkcr auswirkt. 

[0030] Da die anderen BIVII^-2-aluiliclicii Proteine ihre entsprechenden Rezeptoren nach dem gleichen Mechanismus 
aktivieren, wie er fiir BMP-2 gezcigi worden ist, d. h., iiber ein Hochaffinitats-Wrist-Epitop und ein Niedrigaffinitats- 
Knuclde-Epitop, konnen auch antagonistische Muteine dieser Proteine durch Aminosauresubstitutionen im Knuckle- 
Epitop erzeugt werden. 35 
[0031] In bevorzugten Ausflihrungsformen werden ein oder mehrere der Aminosaurereste, die die oberflachenexpo- 
nierten Bereiche aus den P-Faltblattst.rukt.uren |i-3, P-4, P-7, P-8 oder P-9 bilden, verandert. Bei diesen oberflachenexpo- 
nierten Resten handelt es sich um folgende: 
P-3: V33,A34 

zwischen p-3 und P-4: P35, P36; 40 
P-4: G37, Y38, H39; 
nach p-4: F41, Y42; 
P-6: T82, E83, L84, S85; 
P-7: A86, 187, S88, L90; 

P-8: K97, V98, V99, LlOO; 45 
P-9: V107, E109,G110. 

[0032] In einer ersten Ausfiihrungsform werden einer oder mehrere der angegebenen Aminosaurereste einzeln oder in 
Gruppen von bis zu 5 Aminosauren deletiert. Bevorzugt werden Aminosauren deletiert, fur die eine Wechselwirkung mit 

dem BMP-Rezeptor It helegt ist oder deren Deletion Auswirkungen auf die Konformation des "Knuckle'-Epitopes hat. 
Durch Kombination einer Substitution mil einer Inserdon und/oder Deletion oder auch durch Kombinalion einer Inser- 50 
lion mit einer Deletion lassen sich weitere Muteine herstellen, die gegebenenfaUs dne verringerte Affinitat fiir den BMP- 
Rezeptor II aufweisen. 

[0033] Eine weitere Moglichkeit, ausgehend von der bekannten Sequenz eines Monomers fiir BMP-2, BMP-4, BMP-5, 
BMP-6, BMl'-7, GDF-5, GDF-6 oder GDF-7, zu antagonistischen oderpartieU agonistischen Muteinen zu kommen, be- 
steht in der Insertion einer oder mehrerer Aminosauren in die oberflachenexponierten Bereiche des "Knuckle" -Epitops. 55 
PrinzipieU mussen diese Aminosauren ebenfaHs den Zweck erfiiUen, die Bindung an den BMP-Rezeptor II zu schwa- 
chen oder zu verhindem. 

[0034] In einer bevorzugten Ausfuhrungsfomi handelt es sich bei dem Mutein um eine Kette eines BPM-2-ahnlichen 
Proteins, wobei eine oder mehrere der folgenden Aminosauren aus BMP-2 oder diesen entsprechenden Aminosauren aus 
einem anderen BMP-2-ahnlichen Protein durch andere Aminosauren substituiert sind: 60 
V33, A34, P35, P36, G37, Y38, H39, F41, ¥42, T82, E83, L84, S85, A86, 187, S88, L90, K97, V98, V99, LIQO, V107, 
E109 undGllO. 

[0035] Die folgende Tabelle II gibt einen UberbUck iiber bevorzugte Ersatzaminosauren fiir die genannten Aminosau- 
rereste: 

65 
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Tabdle H 





Aminosaurereste 




Ersatzaminosauren 


Bevorzugte 


5 


(BMP-2) 






Ersatzaminosauren 




V33 


D, E, 


R, K, H, Q, N, G, A, S 


D, R, Q. G 


10 


A34 


D, E, 


R, K, H, Q, N, Y, F, W 


D, E, R, Q. Y 




P35 


D, E, 


R, K, H, Q, N, G, A, S 


D. R. Q. G 




P36 


D, E, 


R, K, H, Q, N, G, A, S 


D, R, Q, G 


15 


G37 


D, E, 


R, K, H, Q, N, Y, F, W 


D, R, Q, Y 




Y38 


D, E, 


R, K, H, Q, N, G, A, S 


D, R, Q, A 


20 


H39 


D, E, 


Q. N, Y, F. W, G. A. S 


E. D, Q, Y, A 




F41 


D, E, 


R, K, H. Q, N, G, A, S 


E, R, Q, A 


25 


Y42 


D, E, 


R, K, H, Q, N, G, A, S 


D, R. Q, A 


T82 


D, E, 


R, K, H, Q, N, Y, F, W, A 


D, R, Q, Y. A 




E83 


R, K, 


H. Q, N, Y, F, W, G, A, S 


R, N, Y, G, S 


30 


L84 


D, E, 


R, K. H, Q, N. G, A, S 


D, R, Q, A 




S85 


D, E, 


R, K, H, Q, N, Y, F, W 


E, R, Q, Y 


35 


A86 


D, E, 


R, K, H, Q, N, Y, F, W 


D, R, Q, G 


187 


D, E, 


R, K, H, Q, N, G, A, S 


D, R, Q, A 




S88 


D. E, 


R, K, H, Q, N, Y, F, W, A, G 


D, R, Q, A, G 


40 


L90 


D, E, 


R, K. H, Q, N, G, A, S 


D. R, Q, A 




K97 


D, E, 


Q, N, Y, F, W, G, ^ S 


D, Q. Y, A 


45 


V98 


D, E, 


R, K, H, Q, N, G, A, S 


D. R, Q. G 


V99 


D. E, 


R. K, H, Q, N, G, A, S 


D, R, Q, G 




L100 


D, E, 


R, K, H, Q, N, G, A, S 


D. R, Q, A 


50 


V107 


D, E, 


R, K, H, Q, N, G, A, S 


D, R, Q, A 




E109 


Y, F, 


W, T, Q, N, G, A, S 


Y, W, Q, A 


55 


G110 


D, E, 


R, K, H, Q, N, Y, F, W, A, S 


D, R, Q, Y 



[0036] Aus der Literatur ist bekannt, dass die verschiedenen Mitglieder der BMP-Subfamilien 2 und 5 sowie der GDF- 

Subfamilie 5, auch wenn insgesamt eine relativ niedrige Homologie zwischen diesen Proteinen besteht, eine gleiche An- 
ordnung der fflr die Tertiarstruktur entscheidenden Cysteine aufweisen. Dementsprechend lassen sich unter Beriiclisicti- 

60 tigung dieser konservierten Positionen die einer bestinmiten Ammosaure in BM]'-2 entsprechenden Aminosaurepositio- 
nen bei den anderen Mitgliedem der genannten Subfaniilien bestinuiien. So entspriclit beispielsweise die BMP-2-Posi- 
tion V33 in BMP-7 einem Isoleucin, A34 isL ebenfalls Alanin, P35 ein Prolin, P36 ein Glulanial, H39 ein Alanin, S88 ein 
Serin, L90 ein Leucin, V98 ein Valin, LlOO ein Leucin und El 09 ein Arginin. Fig. 6 zeigt eine mil dem Programm "Mul- 
talin" durchgefuhrtes AUgnment der Sequenzen von BMP-2, BMP-4, BMP-5, BMP-6, BMP-7, BMP-8, GDF-5, GDF-6, 

65 GDF-7, GDF-3, GDF- 1, BMP- 10, GDF-2, BMP- 15, GDF-9B, GDF-9, BMP-3, GDF- 10, Act- A, Act-B, Act-C, BMP- 11, 
GDF-8, TCF-pl, TGF-p2, TCF-PS, Inh-a, MIS und GDNF, aus dem die einer bestimmten BMl'-2 Aminosaure entspre- 
chenden Aminosauren in anderen Mitgliedem der TOF-P-Superfamilie entnommen werden konnen. Die Positionen, die 
durch den Vergleich mil BMP-2 eniiittell werden, konnen ebenfaUs durch Substitution, Deletion oder chemische Modi- 
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fikation verandert werden. Desgleichen konnen die Epitope dunch Insertion Bindungsaffinitat einbiiBen, wobei Tnsertio- 
nen jeweils umiiiUelbar vor oder nach den angegebenen Posilionen bevorzugl sind. 

[0037] Die Veranderung der fur BMP-2 genannten Positionen in Mitgliedem der Subfamilien BMP-5 und GDF-5 
durch eine nicht konservative Substitution, Deletion oder chemische Modiflkation fiihrt jeweils zu Muteinen mit veran- 
derten, und zwar in der Regel verminderten Bindungseigenschaften fiir BMPR-II oder fiir einen anderen Typ II Rezeptor. 5 
[0038J Die Erfindung bezieht sich weiterhin auf Muteine, die mindestens 50% Identitat auf der Aminosaureebene mit 
einem Wachstumsfaktor aus derTGF-|i-SuperfaTnilie und auRerdem antagonistische und/oderpartiell agonistische Akti- 
vitat aufweisen. Soniit sind auch Muteine uinfasst, deren Aiiiinosauresequenz sich von der Aininosauresequenz der ent- 
sprechenden natilrlichen Proteinketten auch in Bereichen, die fiir eine antagonistische bzw. partiell agonistische Aktivitat 
nicht entscheidend sind, unterscheidet. 10 
[0039] Der dem Fachmann bekannte Ausdruck "Identitat" bezeichnet den Grad der Verwandtschaft zwischen zwei 
oder mehr DNA-Molekiilen bzw. zwei oder melir Polypeptid-Molekiilen, der durch die Ubereinstimmung zwischen den 
vSequen/^en bestimmt wird. Der Pro7.entsat7. der "Identitat" ergibt sich aus dem Proz.entsatz. identischer Bereiche in zwei 
oder mehr Sequenzen unter Beriicksichtigung von Liicken oder anderen Sequenzbesonderheiten. 

[0040] Die Identitat miteinander verwandter Polypeptide oder DNA-Molekiile kann mit Hilfe bekannter Verfahren be- 15 
stimmt werden. In der Regel werden spezieUe Computerprogramme mit den besonderen Anforderungen Rechnung tra- 
genden Algorithmen eingesetzt. Bevorzugte Verfahren zur Bestimmung der Identitat erzeugen zunachst die groBte Uber- 
einstimmung zwischen den untcrsuchtcn Scqucnzcn. Computerprogramme zur Bestimmung der Identitat zwischen zwei 
Sequenzen umfassen, sind jedoch nicht eingeschrankt auf, das GCG-Programmpaket, einschlieBlich GAP (Devereux, J., 
et al.. Nucleic Acids Research 12 (12): 387 (1984); Genetics Computer Group University of Wisconsin, Madison, (WI)); 20 
BLASTP, BLASTN und FASTA (AUschul, S. et al, I. Molec Biol 215: 403/410 (1990)). Das BLAST X Programm kann 
vom National Centre for Biotechnology Infonnation (NCBI) und aus weiteren Quellen bezogen werden (BLAST Hand- 
buch, Altschul S., et al, NCB NLM NIH Bethesda MD 20894; Altschul, S., et al., J. Mol. 215: 403/410 (1990)). Auch der 
bekannte Smith Waterman- Algorithmus kann zur Bestimmung von Identitat vcrwcndct werden. 

[0041] Bevorzugte Parameter fur den Sequenzvergleich umfassen die nachstehenden: 25 

Algorithmus: Needleman und Wunsch, J. Mol. Biol 48: 443-453 (1970) 

Vergleichsmatrix: BLOSUM62 aus HenikofiF & Henikoff, PNAS USA 89 (1992), 10915-10919 

Luckenwert (Gap Penalty): 12 

Liickcnlangcn-Wert 

(Gap Length I'cnalty): 2 30 
[0042] Das GAP-Progranun isl auch zur Verwendung niil den vorstchcndcn Paranictcrn gccigncl. Die vorslchcncicn 
Parameter sind die Standardparaiuclcr (default parameters) fiir Aininosaiircscquenz-Verglciclie, wobei Liicken an den 
Enden den Homologiewert nicht verringern. Bei sehr kleinen Sequenzen im Vergleich zur Referenzsequenz kann es wei- 
terhin notwendig sein, den Erwartungswert auf bis zu 100000 zu erhohen und ggf. die Wortlange (wordsize) auf bis zu 2 
zu verkldnem. 35 
[0043] Weitere beispielhafte Algorithmen, Lucken-Offnungs-Werte (gap opening penalties), Luckenausdehnungs- 
Werte (gap extension penalties), Vergleichsmatrizen einschlieBlich der im Programm-Handbuch, Wisconsin-Paket, Ver- 
sion 9, September 1997, genannten konnen verwendet werden. Die Auswahl wird von dem durchzuftihrenden Vergleich 
abhangen und weiterhin davon, ob der Vergleich zwischen Sequenzpaaren, wobei GAP oder Best Fit bevorzugt sind, 
oder zwischen einer Sequenz und einer umfangreichen Sequenz-Datenbank, wobei FASTA oder BLAST bevorzugt sind, 40 
durchgefiihrt wird. 

[0044] Eine mit den oben genannten Algorithmus ermittelten Ubereinstimmung von 50% wird als 50% Identitat be- 
zeichnet. Entsprechendes gilt fiir liohere Identitatsgrade. 

[0045] In bevorzugten AusfiihrLingsfonnen haben die erfindungsgemalSen Muteine eine Identitat von 60% oder mehr, 
z. B. mehr als 70% oder 80%, mit der Sequenz einer Kette aus reifem humanen BMP-2-ahnlichen Protein. Die Sequenz 45 
fiirreifes humanes BMP-2 findet sich z. B. in Celeste et al. (1990). Noch welter bevorzugt sind Muteine mit mehr als 90, 
95 Oder 97% Identitat. 

[0046] Wie oben erwahnt, ist im Fall von BMl'-2 das Epitop, das eine niederafflne Bindung eingeht, das "Knuckle"- 

Epitop, wahrend das Epitop, das eine hochaffine Bindung mit dem Rezeptor eingeht, das "Wrist"-Epitop ist. Die erfin- 
dungsgemaBen Muteine konnen weiterhin von einem Protein derTGF-)3-/Aklivin-Familie abgeleitet sein. In diesem Fall 50 
handelt es sich jedoch Uberraschenderweise gezeigt. dass nicht Veranderungen im "Knuckle"-Epitop, sondern Verande- 
rungen im "Wrist"-Epitop zu Muteinen mit antagonistischer und/oder partiell agonistischer Aktivitat fiihren. Dement- 
sprechend ist in erfindungsgemaBen Muteinen, die von einem Protein der TGF-P-/Aktivin-Familie abgeleitet sind, ein 
oder mehrere Aminosauren aus dem "Wrist"-Epitop verandert. 

[0047] Zur TGF-P-/Aktivin-Faniilie gehoren TGF-pi, TGF-P2, TGF-P3, alle Aktivine, Inhibine, BMP-11 und GDF-8. 55 
Bisher bekannte Aktivine umfassen beispielsweise Aktivin PA, Aktivin pS, Aktivin pC und Aktivin PE. Zu den Inhibi- 
nen zahlen nach heutigem Kenntnisstand die Inhibine pA, PB und pC. 

[0048] Auch im Fall der von der TGE-P-ZAktivin-FamiUe abgeleiteten Muteine sind Antagonisten oder partielle Ago- 
nisten in erster Linie durch Veranderung von Aminosauren in den oberflachenexponierten Bereichen, d. h. denjenigen 
Bereichen, die an der Bindung an den Rezeptor beteiligt sind, erhaltlich. Dabei handelt es sich im wesentlichen um die 60 
Helix vor der Faltblattstruktur pi, die Faltblattstruktur pi, die lange Schleife zwischen den Faltblattstrukturen P2 und P3, 
die Schlaufe vor der Helix a3, die HeUx a3 sowie die Faltblattstruktur pS. Wie zuvor fiir die BMP-2-iihnlichen Proteine 
beschrieben, konnen solche Veranderungen durch Deletionen, Substitutionen oder Modifikationen herbeigefiihrl werden, 
sowie durch die Insertion einer oder mehrerer Aminosauren. Die oben im Zusammenhang mit dem BMP-2-ahnlichen 
Proteinen gegebenen Moglichkeiten sind hier entsprechend realisierbar. 65 
[0049] In bevorzugten Ausfiihrungstbrmen wird mindestens eine der fblgenden Aminosauren ver&idert, d. h. deletiert, 
substituiert und/oder modifiziert und/oder ein oder mehrere Aminosauren insertiert., wobei sich die Positionsangaben auf 
BMP-2 beziehen: 
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X5, S13, V26, G27, W28, N29, D30, W31, P48, F49, P50, A52, D53, H54, N59, T62, V63, T.66, N68, S69, V70, KlOl, 
Y103, 

[0050] Wie der Fig. 6 entnommen werden kann, entsprechen diese Positionsangaben im TGF-pi: 
Y6, N14, L28, G29, W30, K31, fehlt, W32, P49, Y50, 151, S53, fehlt, fehlt, Q57, K60, V61, L64, N66, Q67, H68, E99, 
5 LlOl. 

[0051J Die 3-dimensionale Struktur des Komplexes zwischen BMP-2 und den lyp I Rezeptor BMl'R-IA (Kirsch, et 
al.; 2000 (c)) zeigt, dass diese Reste wesentlich am Rezeptorkontakt beteiligt sind. 

[0052] Die erfindungsgemiiBen Muteine konnen auch dann, wenn sie von TGF-P-/Aktivin-ahnlichen Wachstumsfaklo- 
ren abgeleitet sind, zusatzlich in den flir die Bindung an den Rezeptor nicht essentiellen Regionen verandert sein. Mu- 

10 teine mit einer Identitat von mindestens 50% mit einer Kette eines TGF-P-/Aktivin-ahnlictien Wachstumsfaktors mil ei- 
ner antagonistischen und/oder partiell agonistischen Aktivitat sind ebenfalls umfasst. Solcbie Muteine konnen z. B. auch 
aus anderen Saugem stammen, beispielsweise Maus, Ratte, Kaninclien, Meerschweinchen, Rind, Schwein oder Schaf. 
vSolange solclie Muteine ini C2C1 2 Zelltest eine antagonisrische und/oder partiell agonistische Aktivitat aufweisen, sind 
sie ebenfalls Gegenstand der Erfindung. Bevorzugt sind Muteine mit einer Identitat von 60% oder mehr, z, B. mehr als 

15 70% oder 80% Identitat mit einer Kette eines Muteins aus der TGF-P-/Aktivinfamilie. Noch mehr bevorzugt sind Mu- 
teine mit mehr als 90, 95 oder 97% Identitat. 

[0053] In einer wdteren Ausflihrungsform ist vorgesehen, erfindungsgemaBe Muteine durch groBere Veranderungen 
der zugrundclicgendcn Molekiile zu crzcugcn, z. B. indcm nebcn einer Substitution cine Insertion cingcfiihrt wird. Dcnk- 
bare Muteine beiderSubfamilien derTGF-P Superfamilieenthalten auch zusatzlich zu einer Deletion eine Insertion, oder 

20 zusatzlich zu einer Substitution eine Deletion, oder mindestens eine Substitution, Deletion oder Insertion in Verbindung 
mit einer chemischen Modifikation. Selbstverstandlich konnen auch 2 Veranderungen eines Typs, z. B. eine Substitution 
an zwei verschiedenen Stellen, allcin ocier in Kotnbination mit Veranderung eines zweiten Typs, z. B. einer Insertion an 
einer anderen SteUe, auftreten. Ebenso konnen inelir als 2 Typen von Veranderungen kombiniert werden, also z, B. kann 
ncbcn cincr Substitution sowohl cine Deletion an cincr Stcllc als auch cine Insertion an einer anderen Stcllc vorlicgcn. 

25 [0054] Der Fachmann weiB, wie er die Muteine herzustellen hat. Nehen einer herkommHchen Proteinsyn these, z. B. 
der Merrifield-Synthese, bieten sich fiir die Substitution, Deletion und Insertion vor aUem rekombinante \ferfahren an. 
Auf der Grundlage der bekannten Gene konnen gezielt Mutationen eingefiigt werden, z. B. durch die oligonukleotidab- 
hangige stellenspezifische Mutagenese. Es konnen Fragmente deletiert oder eingesetzt werden. Altemativ konnen fiir die 
Muteine kodierende DNA-Sequenzen de novo synthelisiert werden. 

30 [0055] Chemische Modiftkationen werden ebenfalls in dcni l achinann bekannter Weise eingefiihrt. Die Durchfiihrung 
cheniischer Modilikalioncn an Proteinketren ist /.. B. bcschricbcn in DeSantis & lones (1 999). 

[0056] In weitcrcn bevorzuglen Ausftihrungsfomicii ist das /.uvor beschriebene Mutein mit ciiiem zielspeziiiseliL-n Mo- 
lekill kovalent verbunden. Dies kann z. B. ein Heparinbindcndes Tipitop sein, das eine verstarkte Bindung an die Glyco- 
saminoglycane der extrazellularen Matrix oder der ZeUoberflache bewirkt (s. z. B. PCT/EPOO/00637). Unter der MaB- 
35 gabe, dass dieses zielspezifische Molekiil ein Antikorper ist, kann so z. B. gezielt die Signaltransduktion in solchen Zel- 
len unterbunden werden, die ein Oberflachenprotein aufweisen, das von dem Antikorper erkannt wird. Zielspezifitat 
kann dem Mutein jedoch nicht nur durch kovalente Bindung an einen Antikorper verliehen werden, sondem gegebenen- 
falls ebenso durch kovalente Bindung an einen Liganden, der fiir einen nur auf der ZielzeUe vorkommenden Rezeptor 
spezifisch ist. 

40 [0057] In bevorzugten AusfUhrungsfortnen werden Muteine mil kovalenl daran gebundenem zielspezifischen Molekiil 
durch rekombinante Expression eines I'usionsproteins, das gegebcnenlalls einen Spacer zwischen Mulein-kodicrender 
Sequent und zielspc/.ilischcn .Molekiil enthalt, hergestcllt. 

[0058] Die Erfindung bezieht sich weiterhin auf Derivate von Proteinen aus der TGF-P Superfamilie, die als essentiel- 
len Bestandteil ein Mutein gemiiB der vorliegenden Erfindung sowie zur Bildung eines Dimers eine weitere Kette eines 

45 Proteins aus der Grupf)e der TGF-P Superfamilie oder ein weiteres erfindungsgemaBes Mutein enthalten. Die Derivate 
konnen daher sowohl Homodimere als auch Heterodimere aus erfindungsgemaBen Muteinen bilden. Dariiber hinaus 
kann ein Derivat ein Mutein und eine natiirUche Kette dnes Proteins aus der TGF-P-Super-Familie umfassen. 
[0059] Die Erfindung bezieht sich weiterhin auf pharmazeutische Zusammensetzungen, die mindestens ein erfindungs- 
gemaBes Protein und/oder ein erfindungsgemaBes Deiivat enthalten. Umfasst von der Erfindung sind weiterhin phamia- 

50 zeutisch vertriigliche Salze davon. Die pharmazeulischen Zusanimenselzungen konnen in Abhiingigkeit von der Natur 
des darin enthaltenden Muteins und in Abhangigkeit von dem zu behandelnden pathologischen Zustand in Form von Sal- 
ben, Cremes, Lotionen fiir die topische Applikation vorgesehen sein, in Form von Losungen oder Lyophilisaten fiir in- 
tramuskulare oder subkutane Injektionen. Die Formulierung und Konfektionierung der pharmazeulischen Zusammenset- 
zungen erfolgt dabei nach Stand der Technik bekannten MaBgaben und umfasst u. a. die StabiUsierung. 

55 [0060] GemaB einer weiteren Ausflihrungsform ist die Verwendung eines erfindungsgemaBen Muteines und/oder eines 
erfindungsgemaBen Derivates zum HersteHen phannazeutischer Zusanunensetzungen beansprucht. Diese konnen zur 
Prophylaxe und/oder zur Behandlung von Erkrankungen eingesetzt werden, die durch ein Protein aus der Superfamilie 
des TGF-P" Wachstumsfaktors vermittelt werden. Beispiele solcher Erkrankungen sind ektope Knochenbildungen, Pso- 
riasis und Muskelschwund, Narbenbildung, Fibrosen und Zirrhosen. Dabei wird im Fall von ektoper Knochenbildung 

60 bevorzugt ein Mutein einer der Wachstumsfaktoren BMP-2 oder BMP-4 eingesetzt, wahrend z. B . im Fall von Leberzirr- 
hose bevorzugt ein Mutein eines oder melirerer der Wachstumsfaktoren TGF-pi, -P2 oder -P3 bzw. ein diese enthalten- 
des Derivat verwendet wird. 

[0061] In weiteren Ausftihrungsformen der vorliegenden Erfindung werden Antikorper gegen ein erfindungsgemaBes 
Mutein oder ein erfindungsgemaBes Derivat bereitgesteUt. Da die Muteine sich durch eine Veranderung an oberflachen- 
65 exponierten Bereichen des Molekiils auszeichnen, wirkt sich dies auch auf die spezifisch mit dem Molekiil reagierenden 
Antikorperpopulationen aus. Antikorper konnen auf herkommliche Art und Weise entweder durch Immunisieren von 
Tieren (z. B. Kaninchen, Mausen oder Ratten) zur Herstellung polyklonaler Antikorper bzw. durch Immunisieren und 
nachfolgendes Iimuortalisieren von Antikcjrper produzierenden ZeUen um Fall von monoklonalen Antikorpem herge- 
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sf.ellt werden. Die dafiir erforderlichen Verfahren sind deni Fachmann mittlerweile bestens verfraut, jedoch muB wegen 
der hohen phylogenetischen Invarianz der S uperraiiiilie darauf geachlel werden, fiir die Anlikorpererzeugung iiioglichsl 
einen Wirt zu wahlen, dessen Wachstumsfalctoren sicii von dem, gegen den Antilcorper erzeugt werden soUen, weitge- 
liend unterscheiden. 

[0062] Die Erfindung betrifft weiterhin die fiir die erfindungsgemaBen Muteine kodierenden Nukleinsauren. Diese ent- 5 
halten eine Nukleinsauresequenz, die flir ein gewiinschtes Mutein kodiert. Die Nukleinsauresequenz fiir BMl'-2 ist z. B. 
aus WoTTiey et. al. (1988) bekannt, die fiir TGF-P2 aus Madisen et al. (1988). Die fiir ein Mutein kodierende Nukleinsau- 
resequenz unterscheidet sich davon primar durch die fur die veriinderten Aminosauren kodierenden TVipletts, d. h. durch 

das Fetilen, den Austauscii oder die Insertion von einem oder melireren Codons, Soweit das Mutein ein Mutein mit einer 
Identitat von 50% oder mehr auf Aminosaureebene ist, haben die entspreclienden fiir eine natiirliche reife Proteinkette 10 
verminderte Identitat. Von dieser wegen der Degeneration des genetischen Codes abweichende Nukleinsauren sind eben- 
falls umfasst. Weitertiin sind zu den fiir die Muteine kodieren Nukleinsauresequenzen komplementare Sequenzen sowie 
mit diesen komplementaren vSequnezen unter stringenten Bedingungen hybridisierende Nukleinsauren, die fiir ein Mu- 
tein kodieren, das nach Bildung eines Homodimers antagonistisch oder partiell agonistische BMP-2 Aktivitat aufweist, 
umfasst. Stringente Bedingungen sind dabei beispielsweise eine Hybridisierung bei 68°C in 0,5 x SSC. Diese und wei- 15 
tere stringente Hybridisierungsbedingungen konnen im Handbuch von Maniatis et al., 1989, nachgesehen werden. 
[0063] Die erfindungsgemaBe Nukleinsaure kann eine genomische DNA, eine cDNA, eine synthetische DNA oder 
eine RNA scin. Genomische DNAs oder cDNAs konnen nach im Stand der Tcchnik bekannten Verfahren aus den ent- 
sprechenden gDNA- oder cDNA-Banken isoliert werden. Bei der Tsolierung von Nukleinsauren aus cDNA-Banken sind 
gewebe- oder zelUinienspezifische Banken, z. B. aus L'-2 OS-Osteosarkom-Banken oder Prostata-Adenocarcinoma-Ban- 20 
ken, bevorzugt. Synthetische DNA kann nach bekannten Verfahren hergestellt werden, RNA entweder miltels RNA- 
Vektoren oder aus iidy^A isohert werden. Fiir die rekombinante Produktion von erfindungsgemaBen Muteinen wird man 
je nach Expressionssystein eine genomische DNA oder cDNA bevorzugen, wobei jedoch die Expression mittels RNA- 
Vcktorcn nicht ausgcschlosscn ist. 

[0064] Im Fall von Substitutionsveranderungen kann durch im Stand der Technik bekannte Verfahren das flir die ur- 25 
spriingliche Aminosaure kodierende Codon ersetzt werden. Im Fall von Deletionen werden fiir ein oder mehrere Amino- 
saure kodierende Codons entfemt, wahrend im Fall von Insertionen Codontriplets, die fiir die gewiinschten Aminosauren 
kodieren, eingesetzt werden. Bei der Auswahl von Codons im FaUe dner Substitution oder Insertion wird sich der Fach- 
mann bciiitihcn, dem Codongebrauch des vorgesehenen Wirtsorganismus Rechnung zu tragen. Die entsprechenden In- 
forrualioncn sind im Stand der Technik erhaltlich. 30 
[0065| liiiindiingsgetiial.i werden weiterhin Nukleinsauren /.ur Verfiigung gestellt, die cincn /.ur Fxpressionskontrolle 
geeigneten Promotor enthalten, wobei die fiir ein erfindungsgemaBes Mutein kodierende NukleiiisaureseqLienz unter der 
KontroUe dieses Promotors steht. Die Wahl eines geeigneten Promoters ist wiederum von der Wahl des Expressionssy- 
stemes abhangig. Der Fachmann hat hierbei die Wahl zwischen einer Vielzahl bekannter, induzierbarer oder konstitutiver 
Promotoren fiir die verschiedensten Wirtsorganismen. 35 
[0066] Zur rekombinanten Expression der erfindungsgemaBen Nukleinsaure wird diese bevorzugt in einen \fektor ein- 
gesetzt. Die Rrfindung betrifft weiterhin einen Vektor, der eine erfindungsgemaBe Nukleinsaure enthalt, sowie Wirtsor- 
ganismen, die eine Nukleinsauresequenz, die fiir ein Mutein kodiert, entweder direkt in das Genom integriert oder aber in 
Form eines autonom replizierenden Vektors enthalt. Im Stand der Technik sind zahlreiche prokaryontische und eukary- 
ondsche Expressionssysteme bekannt, wobei die WrtszeUen beispielsweise ausgewahlt sind aus prokaryontischen Zel- 40 
Icn, 7.. B. Bakterien wie E. coli oder B. subuhs, aus eukaryontischen Zellen, wie Hefezellen, Pflanzenzellcn, Tnsektenzel- 
Icn und Saugerzellen, /.. B. CI lO- Zellen, COS-Zellen oder HeLa-Zellen, sowie Derivaten davon. Ini Sland der Technik 
sind beispielsweise bestiimnte CHO-Produktionslinien bekannt, deren Glykosylierungsmuster im Vergleich zu CHO- 
Zellen verandert sind. Die durch die Verwendung glykosylierungseffizienter oder glykosylierungsverringerter Wirlszel- 
len erhaltenen Polypeptide verfiigen iiber eine veranderte raumUche Struktui; die mbgUcherweise mit einer veranderten 45 
biologischen Aktivitat einhergeht. 

[0067] Die Erfindung betrifft auBerdem ein Verfahren zum Herstellen eines erfindungsgemaBen Muteines, wobei das 
Verfahren die Kultivierung einer Wirtszelle unter der zur Expression geeigneten Bedingungen und ggf das Aufireinigen 

des exprimierten Muteins nach im Stand der Technik bekannten Verfahren umfasst. 

[0068] Die folgenden Beispiele und die Figuren erlautem die Erfindung, ohne sie darauf einzuschranken. 50 



Figurenbesciireibungen 
* ig. 1 

55 

[0069] Fig. 1 zeigt die Sequenzen fiir BMP-2, BMP-7, TGF-P2 und TGF-P3, wobei entsprechende Aminosauren un- 
tereinander angeordnet sind. Uber der BMP-2 Sequenz sind die durch Substitution veranderten Aminosaurereste ange- 

geben. BMP-2 Muteine mit verringerter BindungsafHnitat fiir den Typ II Rezeptor BMPR-II sind in durch einen doppel- 
ten vertikalen Strich kenntUch gemacht. Veranderte Bmdungsaffinitaten fiir den Typ I Rezeptor BMPR-IA, die auf einer 
erniedrigten Assoziations- oder einer erhohten Dissoziationsgeschwindigkeitskonstante beruhen, sind mit einem Plus (+) 60 
bzw. Kreuz (x) an den entsprechenden Positionen gekennzeiclmet. Einfache vertikale Striche weisen darauf hin, dass 
keine meBbaren Anderungen der Funktion der entsprechenden Muteine gefunden werden konnten 
Die Nummerierung bezieht sich auf die BMP-2 Sequenz. 



Fig. 2 65 

[0070] Fig. 2 gibt AufschluB iiber die biologische Aktivitat und die inhibitorischen Eigenschaften von BMP-2 Mutei- 
nen. 
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(A) Nach Tnkubation von BMP-2 oder einem BMP-2 Mutein (250 nM) wurde die alkalische Phosphataseaktivitat 
geiiiessen. Die von jedeiii Mulein hervorgerulene Anlworl wurde in % der BMP-2 AntworL ausgedriickt. Die Werle 
stellen die Mittelwerte (+/- Standardabweicliung) von 4 Messungen dar. 

Muteine mit gefuUten Symbolen sind liinsiclitlich ihrerBMPR-II Wechselwirkung verandert, wie in Fig. 4 gezeigt. 
5 Plus- Oder Kreuz-Symbole weisen auf Muteine mit einer veranderten Assoziations- oder Dissoziationskonatante fur 

die Bindung an die BMl'R-IA Rezeptorkette bin. 

(B) Die dosisabhangige Tnduktion der Aktivitat der alkalischen Phosphatase in ausgehungerten C2C12 Zellen ist 
fur BMP-2 (O) und rOr die BMP-2 Muteine A34D {0), D30K (o) und P50A (A) gezeigt. Die Hinlergrundabsorp- 
tion bei 405 nm von 0,080 +/- 0,020 wurde nichl abgezogen, um das Signal/Hintergrundverhaltnis darzustellen. 

10 (C) Die Inhibition derlnduktion der alkalischen Phosphataseaktivitat in ausgehungerten C2C12 Zellen wurde nach 

Inkubation mit 250 nM BMP-2 Mutein in Gegenwart von 10 nM (o) oder 20 nM (A) BMP-2 bestimmt. Die in Ge- 
genwart von BMl^-2 allein erhaltene Ant wort ist durch eine gepunktete Linie angezeigt und wurde als 100% ange- 
setz.t. Die Werte stellen einen Mittelwert +/- Standardabweichung von 4 Messungen dar. 

Muteine mit gefiillten Symbolen sind hinsichtlich ihrer BMPR-II Wechselwirkung verandert. Plus- oder Kreuz- 
15 Symbole weisen auf Muteine mit veranderten Assoziations- oder Dissoziationskonstanten flir die Bindung an den 

BMPR-IA Rezeptor bin. 

(D) Die Inhibition der BMP-2 Aktivitat (10 nM BMP-2) durch zunehmende Dosen mogUcherweise antagonisti- 
schcr (particll agonistischcr) BMP-2 Muteine in ausgehungerten C2C12 Zellen. Die Dosiswirkungskurvcn der Mu- 
teine A34D (o) H39D (o) S88A (A), T.90A (V) undT.lOOA (0) in Gegenwart von 10 nM BMP-2 wurden nach Tn- 
20 kubation der ZeUen (3 Tage) und Analyse der induzierten alkalischen Phosphataseaktivitat erhalten. 

Fig. 3 

[0071] Fig. 3 zcigt die Bioscnsoranalysc der Bindung von BMP-2 und BMP-2 Mutcincn an (A) Typ I oder (B) lyp E 
2.5 BMP-Rezeptorketten. 

Fig. 4 

[00721 Fig. 4 zeigt die Wechselwirkung von BMP-2 Muteinen mit Typ I (BMPR-IA)- oder Typ H (BMPR-E, ActR-E)- 

30 Rc/.cplorcktodonianen. 

[0073| Die Gcschwindigkeitskonstanten fiir die Assoziation (kon) und Disso/.iation (koft) eines BMP-2 Mulcins bei ei- 
ner Kon/.e[itration von 15, 30 und 45 nM mit immobiUsierter BMPR-IA Rezeptorektodoniane wurde aus den in Fig. 3(A) 
gezeigten Sensogrammen abgeleitet. Die in Fig. 3(B) gc/cigicn Sensogramme wurden ausgewertet, um die Gleichge- 
wichtsbindung von 45 nM Mutein (EQ45) an immobiUsierte BMPR-E- oder ActR-E-Rezeptorektodomanen abzuleiten. 
35 AUe Werte wurden normalisiert, in dem die kon, koff und EQ45 Werte von BMP-2 als Standard genommen wurden. 

(A) Gleichgewichtsbindung von zunehmenden Konzentrationen von BMP-2 an die Typ 1 Rezeptoren BMPR-IA 
und BMPR-IB sowie an die Typ E Rezeptoren BMPR-E und ActR-E. Ftir die Bestimmung der Gleichgewichtsbin- 
dung an die immobilisierten Rezeptordomanen wurden die in Fig. 3 gezeigten Sensogramme ausgewertet. 
40 (B) Differentielle Bindungsaffinitat von BMP-2 Muteinen an BMPR-E oder ActR-E Rezeptoren. Die Gleichge- 

wichtsbindung wahrend der Biosensoranalyse von 45 nM Mutein (EQ45) an BMPR-II ist gegen die Bindung an 
ActR-11 aulgelragen. Die Werte sind durch die Gleichgewichtsbindung von BMI'-2 an die entsprechenden Rezep- 
toren normalisiert. 

(C) Graphische Darslellung der Geschwindigkeitskonstanten fiir die Assoziation (k^^) und Dissozialion (koff) eines 
45 BMP-2 Muteines mit dem BMPR-IA Rezeptor. Muteine, die spezifisch hinsichtlich ihrer kon verandert sind, sind 

durch Hus-Symbole gekennzeichnet, solche mit spezifisch veranderter koff durch Kreuz-Symbole. 

(D) Graphische DarsteUung der Assoziationskonstanten (kon) fiir die BMPR-IA Bindung und die Gleichgewichts- 
bindung (EQ45) an BML'R-E flir die gleichen Muteine wie in (C). Weil sowohl die Assoziationskonstanten als auch 
die Gleichgewichtsbindung von der Konzentration des BMP-2 Muteins abhangen, werden spezifische (und konzen- 

50 trationsunabhangige) Veriinderungen sichtbar. Muteine uut einer spezifischen Abnahme des Bindungsgleichge- 

wichts sind durch gefiilLte Kreise markiert. 

Fig. 5 

55 [0074] Fig. 5 ist ein RaummodeH von BMP-2 (Scheufler et al., 1999), in dem die die Typ-I Rezeptorbindung bestim- 
menden Reste des "wrist" -Epitops und die die Typ-E Rezeptorbindung bestinmienden Reste des "knuckle" -Epilops be- 
zeichnet sind. Die Zuordnung ergibt sich aus Fig. 1, sowie aus den TabeUen und Auflistungen auf den Seiten 12/13 und 

17. Reste der einen Untereinheit sind dick und kursiv beschriftet, Reste der anderen mit einfachen GroBbuchstaben. 
[0075] Auf der kleinen inserierten Schemazeichnung ist das dimere Protein in der Papierebene um die lange Achse um 
60 90 Grad gedreht. 

Fig. 6 

[0076] Sequenzzuordnung von Faktoren der TGF-P SuperfamiUe. Die Nummerierung folgt der Aminosaure-Sequenz 
65 des reifen humanen BMP-2. 
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BETSPTEI.R 

Material und Methoden 

Herstellung rekombinanter Rezeptor-Ektodomanen 5 

[0077] Rine ext.ra7.ellulare Domane des humanen BMPR-TA, umfassend die Reste 24-142 (ten Dijke et al., 1993) ein- 
schlieBlich einer N-temiinalen Veriiingerung (GSGAMA) wurde als losliches Thioredoxin-Fusionsprotein in E. coU ex- 
primiert. Nach Thrombinspaltung wurde das Protein mittels Afifinitatschromatographie tiber BMP-2 Sepharose gereinigt, 

wie von Kirsch et al., (2000 (a)) beschrieben. 

[0078] Die extrazeHularen Domanen von ActR-II (Aminosaurereste 19-126) (Matzuk und Bradley, 1992), BMPR-II 
(Aminosaurereste 27-151) (Rosenzweig et al., 1995) und BMl'R-IB (Aminosaurereste 14-126) (Astrom et al, 1999) 
wurden mit einer C-terminalen Tlirombinspaltstelle (1 VPRGS) zusammen mit einem 6 X His-tag in SF-9 Insektenzellen 
Pharmingen im Einklang mit den Instruktionen des Herstellers exprimiert. Die korrespondierenden DNA-Sequenzen 
wurden in die BamHI-Spaltstelle des Baculovirus Transferveklors pAcGP67B (Pharmingen) insertiert. Das Kulturme- 
dium, das nach Infektion der SF9-ZeLLen mit einer MOI (multiplicity of infection) von 3 vier Tage lange inkubiert worden 
war, wurde aufNi-NTA- Agarose Qiagen in einem Waschpuffer (50 mM NaH2P04, pH 8,3, 300 mM NaCl, 10 mM Imi- 
dazol) bci 4°C aufgctragcn. Die rckombinantcn Protcinc wurden mit Elutionspuflfcr (50 mM NaH2P04, pH 8,3, 300 mM 
NaCl, 300 mM Tmidazol) eluiert und griindlich gegen Hochsalz HBS-Puffer (10 mM HRPES, pH 7,4, 500 mM NaCl, 
3,4 mM EDTA) dialysiert. SclilieBlicli wurden die Ektodomanen an eine BMP-2-Sepharose-Affinitatsmatrix adsorbiert 
(Kirsch et al., 2000(a)) gewaschen und mit 4 M MgCl2 eluiert. Die gereinigten Proteine wurden in Niedrigsalz HBS-Puf- 
fer (10 mM HEPES, pH 7,4, 150 mM NaCl, 3, 4 mM EDTA) uberfuhrt, mittels YM 10 Ultrafiltrationsmembranen kon- 
zentriert und bei -80°C gelagert. 

[0079] Die gereinigten Rczeptorprotcinc wurden durch Inkubation mit aquimolarcn Konzcntrationcn von Sulfo-NHS- 
LC-Biotin (Pierce) wie beschrieben N-biotinyliert. (Shen et al., 1996). 

Herstellung von BMP-2-Muteinen 

[0080] Eine BMP-2 cDNA, die fur die Reste 283-396 des reifen BMP-2-Proteins plus der beiden N-terminalen Ami- 
nosiiuren MA kodiert (Ruppert et al, 1996), wurde einer in vitro Kassetten-Mutagenese (Wang et al., 1997) unterworfen, 30 
wofiir syntherische doppclslriingigc Oligonukleotide verwcndcl wurden. Die BMP-2-Muldne wurden in R. coli expri- 
miert, als EinschluBkorper isoliert, renaturiert und wie in Rupperl et al., s. o., beschrieben, gereinigt. 

C2C12[alkalischerPhosphatase(ALP)]-Test 

35 

[0081] Die ftomyoblastenzellen C2C12 (AIXJC CRL-1772, Blau et al., 1983) wurden in einer Dichte von 3 X lO^Zel- 
len pro Napf in einer Mikrotiterplarte mit 96 Napfen 3 Tage lang mit 1 bis 250 nM jeder BMP-2- Variante in 100 pi 
DMEM-Medium mit 2% Kalberscriiin uiul Antibiotika (100 U/ml Penicillin (] und 100 pg/ml Streptomycin) bei 37"C in 
angefeuchteter Atmosphare bei 5% C()2 siimuUert. Die Zellen wurden mil PBS gewaschen und dann 1 Stunde mit 100 |il 
1% NP40 in ALP-Puffer (0,1 M Glycin, pH 9,6, 1 mM MgCl2, 1 mM ZnCh) lysiert. Die ALP-Aktivitat wurde bestimmt, 40 
indem die lysierten Zeilen 15 Minuten mit 100 jal ALP-Puffer plus 1 mg/ml p-Nitrophenylphosphat inkubiert wurden 
und (iic lixlinklion bci 405 nm gemessen wurde. Eine A4C5-lixtinktionscinhcit cntspricht 1.5 nmol p-Nilrophcnolalpro- 
duktion pro Minute pro 3 x 10"* Zellen. Die Ergebnisse wurden als Mittelwerte, die in vier unabhangigen Experimenten 
gewonnen worden waren, mil einer Standardabweichung (SD) von +/-39% ausgedriickt. Inhibitionsexperimenle, die in 
Gegenwart von 10 oder 20 nM BMP-2 durchgefiihrt worden waren, zeigten groBere Standardabweichungen, die in den 45 
entsprechenden Figuren gezeigt sind. 

Biosensor-lnteraktionsanalyse 

[0082] Das BIA2000-Syslem (Biacore) wurde verwendet, um die Bindung von BMP-2-Muleine an immobilisierle Re- 50 
zeptor-Ektodomanen aufzuzeichnen. Die biotinylierten Proteine wurden getrennt an eine Streptavidin-beschichtete Ma- 
trix von Biosensor CM5 in FluBzellen 2, 3 und 4 bei einer Dichte von ungefalir 200 Resonanzeinheiten (RU) fixiert, was 
200 pg Protein (ungefahr 15 fmol-Rezeptor) pro mm^ entspricht. BMP-2-Muteine wurden in Konzentrationen von 15 bis 
30 nM in HBS-Mfer (10 mM Hepes, pH 7,4, 500 mM NaCl, 3,4 mM EDTA, 0,005% P20 (Biacore) uber die FluBzellen 
1, 2, 3 und 4 in Reihe bei einer FluBrate von 10 pl/min bei 25°C perfundiert, und die Sensogramme wurden bei einer 55 
"data sampling rale" von 2,5 Hz aufgenoimuen. Der Assoziationszeitrdum betrug 20 Minuten und der Dissoziationszeit- 
raum war auf 6 Minuten eingestellt. Freie Rezeptoren wurden durch Perfusion mit 0,1 M Rssigsaure, 1 M NaCl fiir 2 Mi- 
nuten regeneriert. Das Basissensogramm, das fiir die FluBzelle 1 (Streptavidin-KontroUe) aufgezeichnet worden war, 
wurde von den Sensogrammen, die fiir die FluBzellen 2(BMPR-n), 3(ActR-II) und 4(BMPR-1A) erhalten wurden, sub- 
trahiert. Die differentiellen Sensogramme wurden im Einklang mit der "fitting routine 2" gemaB der BIA-Auswertungs- 60 
Software 2.2.4 (Biacore) ausgewertet. Die Gleichgewichtsbindung von BMP-2-Muteinen bei einer Konzentration von 
45 nM (EQ45) wurde zweimal doppell mil einer maxiiiialen Standardabweichung (SD) von +/-20% gemessen. Die an- 
gegebenen Geschwindigkeitskonstanten kou fiir die Assoziationsgeschwindigkeit und Koff fiir die Dissoziationsge- 
schwindigkeit fiir die Interaktion zwischen BMPR-IA und BMP-2-Muteinen sind Mittelwerte, die in mindestens 12 Mes- 
sungen gewonnen worden sind, die mit mindestens drei verschiedenen Konzentrationen der Liganden durchgefiihrt wor- 65 
den waren. Die Standardabweichungen betrugen 13% flir kon und 19% fiir kos. Weil die wirkHche Stochiometrie der 
Komplexbildung noch nicht sicher ist, wurden alle Sensogramme auf der Grundlage eines nicht gesicherten 1 : 1 Asso- 
ziationsmodeUs ausgewertet, und daher werden nur apparente, aber keine absoluten Konstanlen angegeben. 
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Bei spiel 1 

Auswahl von BMP-2 Muteinen 

5 [0083] Um funktionell wichtige Aminosaureseitenketten und Rezeptor-bindende Epitope im reifen Anteil von huma- 
nem BMl'-2 zu identifizieren, wurden 57 Aminosaurereste einzeln durch in vitro Mutagenese substituieit (Kirsch et al,, 
2000 (b)). Die substituierten Reste sindin Fig. 1 fiber der BMP-2 Sequen/.wiedergegeben. Die Muteine wurden in E. coli 
exprimiert. Es wurde ein Satz von 42 Muteinen erhalten, die an 40 verschiedenen Positionen substituiert waren. Die Ex- 
pression in E. coli filhrte zu dimeren Proteinen, die mit einer Reinheit von besser als 95% und in Ausbeuten, die fur die 

10 anschlieBende Anatyse der biologischen Aktivitat und Rezeptorbindung ausreichend waren, erhalten werden konnten. 
[0084] In einer ersten Mutageneserunde wurden 20 Reste mit an der Oberfliiche des Molekiils exponierten Seitenketten 
ausgewahlt, die die gesamte Oberflache des BMP-2 netzahnlich uberspannen. Nachdem Muteine mit vielversprechenden 
Phanotypen erhalten worden waren, wurden die juxtaponierten Oberflachenreste systematisch ausgetauscht. Zunachst 
wurden die Reste durch Alanin ersetzt, um den Beitrag der ersetzten Seitenkette zur Bindungsenergie abscliatzen zu kbn- 

15 nen. Spater wurden die Aminosaurereste durch geladene Reste ersetzt, um die Anderung der phanotypischen Eigenschaf- 
ten sich nach Einfuhren einer Ladung zu beobachten. 

Bcispicl 2 

20 Biologische Aktivitat von BMP-2 Muteinen 

[0085] Der C2C12-Zelltest, der fur die quantitative Bestimmung der biologischen Aktivitat der BMP-2 Muteine ver- 
wendet worden war, erlaubt es, reproduzierbar relativ kleine Veranderungen festzustellen. Die Maus-Promyoblastenzel- 
Icn diffcrcnzicrcn untcr Hungcrbcdingungcn schr schncli in muitinukicarc Myotubcn. BMP-2 inhibicrt diescn myogcncn 

25 Weg und induziert die Bildung von osteoblastenahnlichen Zellen, die ffir alkalische Phosphat.ase(ATP) positiv sind. 
BMP-2 induziert dosisabhangig eine hohe alkalische Phosphatase(ALP)-Aktivitat in hungernden C2C12-Zellen mit ei- 
ner ED50 von 20 +/- 10 nM (Fig. 2B). Die funktionelle Bedeutung von BMPR-IA fur die osteoinduktiven Wirkungen 
von BMP-2 in C2C12-Zellen ist bereits bekannt. Der BMPR-IB Rezeptor wird nur in verschwindend geringen Mengen 
festgestellt und spiclt daher in diesen Zellen wahrscheinlich kcine funktionelle Rolle, Die Typ II Rezeptoren BMPR-E 

30 und AclR-U sind in ('2C'12-Zellen vorhanden und konncn mil dcm BMP-2 Ligandcn in Abwesenheit, effizienter aber in 
Gcgcnwarl v<in BMPR-IA quervernetzr werden. l'"s ist his hculc nicht cindeutig nachgcwiescn, oh bcidc Typ 11 Rc/.cplo- 
reii die BMP-2 Amworlcii in Wirtszellen vermittelti. Hinige BMP-2 Muteine wiesen eine eindeutig verringerte Aktivitat 
auf, wenn sie bei einer Konzentration von 250 nM auf C2C12 Zellen untersucht wurden (Fig. 2A). Die Muteine A34D 
und L90A induzieren uberhaupt keine signifikante Antwort. Einige andere Mutantenproteine zeigten eine reduzierte Ak- 

35 tivitat im Bereich von 2% bis 30% der BMP-2 Aktivitat. Die Symbole, die die Aktivitat der einzelnen Proteine bei einer 
Konzentration von 250 nM anzeigen, sind im Einkiang mit den Ergebnissen einer Rezeptorinteraktionsanalyse (s. unten) 
farbig gestaltet. Rote Symbole weisen auf eine reduzierte Affinitat fur die BMPR-TT Ektodomane bin, wahrend blaue 
Symbole eine veranderte Wechselwirkung mit der BMPR-IA Ektodomane anzeigen. 

[0086] Reprasentative Beispiele von Muteinen mit ungefahr 50% (D30K), weniger als 10% (P50A) und weniger als 
40 1% (A34D) Restaktivitat sind in Fig. 2c durch Wirkungskurven gezeigt. Weil die BMP-2 Proteine bei Konzentrationen 
iiber 500 nM im Kulturmcdiuni priizipitierten, wurden Dosen obcrhalb von 250 nM nicht analysiert. 
[0087] Die Veranderungen der bicilogischen Aktivitat der beschricbcnen Muteine kann von erhebUchen Veranderungen 
in der Struktur, Stabilitat oder Solubilitat des Proteins infolge von Aminosauresubstitutionen herruliren. Altemativ kon- 
nen funktionelle Seitenketten, die in die Bindung des Typ I oder Typ II BMP-2 Rezeptors involviert sind, beeintrachtigt 
45 worden sein. Die letztere Moglichkeit, dass namUch spezieUe Anderungen in den Muteinen erzeugt worden sind, wurde 
in den nachfolgend beschriebenen Experimenten iiberpruft. 

Beispiel 3 

50 Antagonislenaklivitat 

[0088] Uberraschenderweise waren einige der Muteine in der Lage, die BMP-2 Aktivitat bei Konzentration von 10 bis 
250 nM zu inhibieren. Wenn C2C12-Zellen mit einer konstanten Menge BMP-2 in Gegenwart von 250 nM Mutein sti- 
muliert wurden, wurde die Induktion der ALP- Aktivitat durch das Mutein A34D auf weniger als 1% reduziert, durch 
55 L90A auf ca. 3%, durch LIOOA auf ungefahr 20% und durch S88A auf 80% des Wertes, der durch BMP-2 in Abwesen- 
heit von Mutantenproteinen induziert wurde (Fig. 2c). 

[0089] Die inhibitorischen Bigenschaften dieser Antagonisten/partieUen Agonisten wurde durch Bestimmung der Do- 
sis/Inhibitionskurven bestatigt, die in Fig. 2D gezeigt sind. Die Mutantenproteine A34D, L90A und LIOOA inhibierten 
bei Konzentrationen von 20 bis 40 nM halbmaximal. Dieser IC50 Wert ist einer Konzentration von 10 nM BMP-2 wah- 
60 rend des Tests ahnUch. Dementsprechend arbeiten die inhibitorischen Muteine bei ahnlichen Konzentrationen wie BMl'- 
2, wobei sie hochstwahrscheinlich mit BMP-2 um eine gemeinsame Rezeptorbindungsstelle konkurrieren. 
[0090] Der Nachweis der BMP-2 Muteinen mil antagonistischen bzw. partieU agonistischen Eigenschaften zeigt, dass 
durch die jeweiUge Aminosauresubstitutionen spezieRe Anderungen hervorgerufen worden sind, die die Potenz des 
BMP-2 Proteins beeintrachtigen, aber der Rezeptorbindungsaflfinitat im groBen und ganzen unbeeintrachtigt lassen. 

65 
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Bei spiel 4 

Wechselwirkung von BMP-2 Muteinen mit Rezeptorektodomanen 

[0091] Es ist bereits bekannt, dass es in C2C 12-Zellen Typ I BMP-2 Rezeptoren BMPR-IA und die Typ II Rezeptoren 5 
BMl'R-II und ActR-II gibt, die die BMl'-2 Antworten zu vermitteln scheinen. Es bestand daher die entfemte MogUch- 
keit, dass die funktionellen Veranderangen, die in einigen der BMP-2 Muteinen beobachtet wurden, das Ergebnis spezi- 
fischer Veranderungen in BMP-2 Epitopen nir die Bindung dieser RezeptorkeUen ware. Diese Hypothese wurde im ein- 
zelnen durch eine Wechselwirkungsanalyse untersucht, in der die rekombinanten Ektodomanen von BMPR-IA, BMPR- 
II und ActR-n eingesetzt wurden. Es ware schwierig gewesen, in quantitativen Radioliganden-Bindungsexperimenten 10 
die Bindung von BMP-2 Muteinen an ganzen Zellen zu untersuchen, da das BMP-2 Protein an die in der extrazellularen 
Matrix und auf den Zelloberiiachen vorhandenen Glykosaminoglykane bindet. Die Wechselwirkung zwischen dem re- 
kombinanten Rezeptor und den Ektodomanen konnte mittels eines Biosensorsystems aufge7.eichnet werden. Es ist be- 
reits fiir andere Rezeptorsysteme gezeigt worden, dass kleine Veranderungen der Bindungsaffinitat oder der Kinetik der 
Ligandenbindung mit Biosensor immobilisierten Rezeptordomanen gezeigt werden konnen, Es zeigt sich, dass die am 15 
Biosensor immobilisierten BMPR-II Rezeptorproteine sehr stabil sind und einige Dutzend Zyklen Ligandenbindung und 
Dissoziierung ohne Veranderung der Bindungseigenschaflen iiberleben. Die Kinetiken und die Gleichgewichtsbindung 
allcr BMP-2 Protcinc wurden dahcr untcr den gicichcn Bcdingungcn gcmcsscn. Untcrschicdc zwischen BMP-2 und den 
Muteinen konnten so mit Sicherheit festgestellt werden, selbst wenn die Werte der Kinetiken und der Gleichgewichts- 
konstanten etier relative Werte sind. 20 
[0092] Es wurden Sensogramme aufgezeichnet und ausgewertet, wie sie in Fig. 3 gezeigt sind. Bei Verwendung im- 
mobilisierter BMPR-IA Ektodomane konnten Unterschiede in den Geschwindigkeitskonstanten der Komplexbildung 
(kon) und Dissoziation (k^ff) mit den BMP-2 Muteinen leicht analysiert werden, wie in Fig. 3A fiir Sensogramme gezeigt 
ist, die ailc bei cincr 45 nM Konzcntration der Mutcinc aufgezeichnet worden sind. Die Konzentrationsabhangigkcit dor 
Gleichgewichtsbindung von BMP-2, wie in (Fig. 4A) fiihrt 7.u einer apparenten von ungeffihr 1 nM. Diese Affinitat ist 25 
in dem Bereich einer hochaffinen Bindung, wie sie z. B. zwischen hGH und hGHbp oder IL-4 und IL-4Ra beobachtet 
wird, und beruht hauptsachUch auf der niedrigen Dissoziationsgeschwindigkeit des Liganden (apparente k(,ff s 4 x 
10 ^ s \ was eine Halbwettszeit fiir den Komplex von ungefahr 0,5 Std. bedeutet. Es konnte nicht abschlieBend festge- 
stellt werden, ob diese auBergewohnlich lange Halbwcrtszcit durch die gleichzeitige Wechselwirkung von BMP-2 mit 2 
immobilisierten Rezeptoren verursacht war, oder ob es aus cincr wirklichen 1 : 1 Wechselwirkung resultiert. Die Asso- 30 
/.ialionsgcschwindigkcil (apparcnic k,„i = 7 X 10^ M 's"') ist mit der anderer Rezeptoren vergleichbar. Ein Sat/, von Mu- 
teinen wics spc/.iOscli c.rhdiitc DissoziationsgeschwinLligkeiteii fiir den Komplex nut BMPR-IA auf, wobei die K<,ff- 
Wcrle 2 bis 5-fach groBer als die von BMP-2 waren (s. Fig. 4C, hellblaue Symbole). 2 Muteine mit einer Modifikation an 
Position D30 (D30A, D30K) und 2 Muteine an Position W3 1 (W3 1 A, W3 IC) gehoren dieser Unteigruppe an. Eine an- 
dere Untergruppe mit 4 Muteinen wies erniedrigte Geschwindigkeitskonstanten fiir die Assoziation an die BMPR-IA Ek- 35 
tomane mit Kon-Werten auf, die 5 bis 10-fach niedriger als die vom BMl'-2 waren (Fig. 4C, dunkelblaue Symbole). Die 
emiedrigten Ko„ Werte fur V26A, E49A, P50A und H54D wurden nur fur BMPR-IA, aber nicht flir BMPR-H oder ActR- 
II Wechselwirkungen beobachtet, und konnen daher nicht auf einer Instabilitat oder Unreinheit, d. h. niedrigeren effek- 
tiven Konzentrationen dieser Muteine beruhen. Zwei Muteine, namhch KIOIE und Y103A, zeigten eine 2-fache Veran- 
derung sowohl bczLiglich K^n als auch K^ff. Die Kinetiken tier anderen BMP-2 Muteine unterscheiden sich hinsichtUch 40 
ihrcr Wechselwirkung nut BMPR-IA nicht wesentUch von BMI'-2. 

100931 Die Bindung von BMi'-2 und BMP-2 Muteinen an die BJVU'R-E Ektodomane konnte trotz der niedrigen Alh- 
nitat dieser Wechselwirkung ebenf'alls aufgezeichnet werden (Fig. 3 B). Eine apparente Dissoziationskonstante K^ von 
ungefahr 100 nM wurde aus der Konzentrationsabhangigkeil der Gleichgewichtsbindung abgeleitet, wie in Fig. 4A ge- 
zeigt. Die Affinitat von BMP-II fiir die ActR-II Ektodomane erwies sich als geringfiigig hoher (Kd s 50 nM). Die appa- 45 
rente fiir die Bindung von Aktivin an die ActR-II Ektodomane ist demgegeniiber mit 2-7 nM angegeben worden (Do- 
naldson et al., 1999). Die Sensogramme, die in Fig. SB gezeigt sind, zeigen, dass die Muteine eindeutige Unterschiede 
beziiglich der Gleichgewichtsbmdung an den 'IVp II-Rezeptor BMl'R-II aufweisen. Das Mutein A34D band 5-fach 
schwacher als BMP-2 oder die Muteine D30K und P40A. Die Kinetikkonstanten fiir die Wechselwirkung zwischen 
BMP-2 und den Typ 11 Rezeptoren sind relativ groB (kgu > 10^ M~^s~'; k(,ff > lO"'^ s"'). Dies verhinderle eine verlassliche 50 
Bewertung der Kqi,- oder koff- Werte. Eine spezifische Untergruppe von Muteinen, die Substitutionen an 5 verschiedenen 
Positionen aufwiesen, zeigte eine Gleichgewichtsbindung (EQ4s) an die BMPR-II Ektodomane, die 3 bis 15-fach nied- 
riger war als die von BMP-2 (Fig. 4D; ausgefiillte Symbole). Diese Abweichungen waren fiir die BMPR-II Wechselwir- 
kung spezifisch. Die kon Werte dieser Muteine fiir die BMl'R-IA Bindung waren unaufifalhg. 

55 

Beispiel 5 

Bindungsdeterminanten und Antagonisten-ZAgonistenaktivitat von BMP-2 Muteinen 

[0094] Es wurde beobachtet, dass Muteine mit einer emiedrigten Afiinitat fiir BMPR-II sich wahrend des C2C12-Test 60 
als kompetitive Inhibitoren von BMP-2 verhalten. Die Determinanten der BMP-2 Muteine fiir die ActR-II Bindung un- 
terscheiden sich von denen vom BMPR-II (Fig. 4B). Das Mutein H39D zeigle keine Verringerung, und die Muteine 
A34D sowie L90A eine nur 2-fache Abnahme der ActR-H Affinitat. Die Bindungsaffinitat von S 88A und LIOOA war fiir 
beide Typ II Rezeptorketten auf ahnliche Weise veriindert. Solche difierentiellen Wirkungen von Aminosauresubstitutio- 
nen auf die Bindung an verschiedene Rezeptoren erlaubt die Konstruktion selektiver Agonisten, die preferentiell die eine 65 
oder andere Rezeptorkette aktivieren. 

[0095] Im Unterschied zu anderen Rezeptorsystemen wurden im vorliegenden System keine "hot spots" fur die Bin- 
dung beobachtet. Es konnte allenfalls eine 5 bis 30-fache Veranderung der Kinetik oder der Gleichgewichtskonstanten in 
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einigen Muteinen beobachtet. werden. Es besteht allerdings die Moglichkeit, dass einige der Hauptdetenninanten in der 
jetzt vorliegenden Samiiilung von BMP-2 Muleinen nichl verlrelen sind. Diese iiioglicherweise fehlenden Delenninan- 
ten konnen unter den Resten sein, die nacbi der Substitution zu Proteinen fuhrten, die nicht exprimiert bzw. gewonnen 
werden konnten. Beispiele dafur konnten z. B. G27 und W28 sein. Eine andere, eher watirscheinliche Moglichkeit ist es 
5 jedoch, dass WasserstofTbriickenbindungen, die N- oder 0-Atome der Hauptpeptidbindungen involvieren, mit den Re- 
zeptoren wechselwirken und datnit zur BindungsaHinitat beitragen. 

[0096] Weiter ist es interessant, dass trot.7. der kleinen Veranderungen in der Bindungsaffinitat die biologische Aktivitat 
einiger der Muteine deulUch emiedrigl war. Es kann nicht ausgeschlossen werden, dass einige Muteine durch eine Aini- 

nosauresubstitution destabilisiert sind und wahrend der 3-tagigen Inkubation im Rahmen des C2C12-Testes teilweise in- 
to aktiviert werden. Dies kann jedoch nicht fur die antagonistischen Muteine gelten, die im Fall von A34D z. B. eine 100- 
fach verringerte biologische Aktivitat aufweisen. Es ist dagegen eher wahrscheinlich, dass die Diskrepanz in dem Aus- 
mal3 der Anderungen bei der physikalischen Rezeptorbindung und der zellularen Aktivitat in einigen der Muteine von 
Aviditatseffekfen wahrend der Wechselwirkung der multiplen Bindeepitope von BMP-2 mit multimeren zellularen Re- 
zeptoren in der Membran herriihren. 

15 

Beispiel 6 
Lokalisicrung von Bindungscpitopcn 

20 [0097] Die Aminosaurepositionen von BMP-2, die die Bindungsaffinitat entweder zu BMPR-IA oder BMPR-II Re- 
zeptorketten bestimmen, gehoren 2 nicht iiberlappenden L'ntergruppen an. Wie in Fig. 1 gezeigt ist, verteilen sich diese 
Determinanten liber die gesamte BMP-2 Sequenz. Das raumfullende Modell (.Scheufler et al., 1999) vonFig. 5 zeigt je- 
doch, dass die funktionellen Reste 2 getrennte Epitope auf der Oberfliiche des homodimeren BMP-2 Molekiils bilden. 
[0098] Die Dotcrminatcn fiir die BMPR-IA Wechselwirkung coiokalisicrcn im Wrist- Epitop, dass Rcstc der Untcrein- 

25 heit t (kursive Buchstaben) sowie von Untereinheit 2 (normale Buchstaben) umfasst. Ein Monomer tragt die Reste V26, 
D30 und W31 aus der langen Schleife bei, die die Faltblatter P-2 und P-3 verbindet, sowie die schwachen Determinanten 
KlOl und Y103, die im Faltblatt P-8 auftreten. Das andere Monomer tragt die Reste 162, L66 und N68 aus der Helix a3 
sowie die Reste F49, P50 und H54 aus der langen Schlaufe vor Helix a3 bei. Die Muteine mit Substitutionen in dieser 
letztgenannten Schlaufe weisen bemerlcenswerterweise verringerte Assoziationsgeschwindigkeitskonstanten auf Das 

30 mag mit der Beobachtung zusammenhangen, dass die Reste in dieser Schlaufe die hochsten B-Eaktoren von 40-90 auf- 
wiesen. Die H-l'aklorL-n sind ein MaB fiir die Ordnung der Atonic ini Kri stall und fiir die C lenauigkeil, mil der die Aloiiie 
in dem Proteinmodell definiert sind. Damit sind die B-Faktoren indirekt ein MaS fiir die Beweglichkeit der Atome in dem 
ProteinkristalL Eine noch hohere Mobihtat dieser Schlaufe in den Muteinen konnte die Wahrscheinlichkeit eines produk- 
tiven Zusammentreffens mit BMPR-IA verringem und daher eine Assoziation bremsen. Die schwache Determinante 

35 H17 scheint von den anderen funktionellen Wrist-Epitop-Resten getrennt zu sein. Moglicherweise steUen BMP-2 Ami- 
nosaurereste, die bis jetzt nicht analysiert sind und zwischen H17 und H54 liegen, weitere KontaktsteUen flir BMl'R-IA 
dar. 

[0099] Das Knuckle-Epitop von BMP-2, das in die Bindung von BMPR-II involviert ist, setzt sich aus den Resten nur 
einer Untereinheit zusammen. Die Reste A34 und H39 treten im Faltblatt |33 bzw. |34 auf, wahrend S88 und L90 in |37 

40 undLlOO in pS vorkommen. Der Rest E109, vondemnach Substitution durch Arginin festgestellt wurde, dass er ein Mu- 
tein mit hohcrcr Affinitat fiir BMPR-ll ergab, kann ein weiterer Kontaktrest sein. Das Knuckle-Epitop scheint kleiner als 
das Wrisl-lipilop /,u sein, da viele Reste an der Grenze zum Knuckle-Epitop verandert werden konnten. ohne eine nach- 
weisbare Wirkung auf die Re/.cptorliindung iiber die biologische Aktivitat zu haben. Es kann nicht ausgeschlossen wer- 
den, dass das Knuckle-Epitop wcitcre iLinktionelle Reste umfasst. 

45 [0100] Das homodimere BMP-2 Protein hat eine 2-fache Symmetrieachse, die in Fig. 5 in der Papierebene liegt und 
von oben nach unten verlauft. Auf der Riickseite des Proteins gibt es daher ein zweites Paar von Wrist- und Knuckle-Epi- 
topen. 

Beispiel 7 

50 

Kombination von Aminosauresubstitutionen in BMP-2 Doppelmutanten 

[0101] Die gleichzeitige Substitution von 2 an der niederaffinen Bindung an BMPR-H beteiligten Aminosauren ver- 
starkt die Auswirkungen auf die biologische Aktivitat betrachtUch. W^e aus der nachfblgenden Tabelle III ersehen wer- 

55 den kann, war die inhibitorische Aktivitat von doppelt substituierten Muteinen betrachtlich erhoht. Erstaunlicherweise 
zeigte dabei das Kombinationsprotein A34D/D53A, bei dem also sowohl eine Aminosaure aus dem Wrist-Epitop als 
auch eine Aminosaure aus dem Knuckle-Epitop ersetzt worden sind, bei 20 nM BMP-2 die hochste antagonistische Ak- 
tivitat aHer untersuchten Muteine. Dies konnte auf der Tatsache beruhen, dal3 die D53A Substitution (Wrist-Epitop) im 
einfach substituierten Mutein eine Zunahme der BiVIPR-IA Afhnitiit (und auch der biologischen Alctivitat) bewirlit, die 

60 fiir die biologische Aktivitat erfbrderUche Wechselwirkung mit dem BMI'R-II jedoch gleichzeitig durch A34D effizient 
gescliwaclit ist. 

[0102] Insgesamt zeigt sich jedoch, daB die Kombination von zwei Mulationen im Bereich der fiir die niederalline Bin- 
dung verantwortlichen Aminosauren eine betrachtUche antagonistische Wirkung zur Folge hat. 

65 Tabelle m 

[0103] Erhohte Effekte bei den kinetischen Konstanten ko^ und kog fiir die Assoziation und Dissoziation des Komple- 
xes mit der BMPR-IA Bktodomane; Gleichgewichtsbindung bei 45 nM Konzentatrionen, EQ45, an die BMPR-II tmd 
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ActR-TT Ektodomanen. Die Aktivitat der Alkalischen Phosphatase in Gegenwart von 250 nM Mutein, AT.P(250), wurde 
in Abwesenheit und Gegenwart von 10 nM oder 20 nM BMP-2 besliiimit. 



Ml itpin 




BMPR-IA 


BMPR-II 


ActR-ll 




ALP(250) 




K)n 


Kjff 


EQ45 






+ 10 nM 
BMP-2 


+20 nM 
BMP-2 




(var)/(wt) 




(% BMP-2) 


BMP-2 




1,0 


1,0 


0,99 


1,0 




100 


320 


220 


H39D 


2 


1,1 


0,79 


0,24 


0,79 




18 


100 


82 


S88A 


2 


1,1 


0,78 


0,29 


0,32 




2,4 


65 


71 


L100A 


2 


1,2 ' 0^81 


0,22 


0,34 




2,0 


32 


18 


H39D/S88A 


2/2 


1.2 


0,88 


0,09 


0,35 




<0,5 


34 


50 


H39D/L100A 


2/2 


1,1 


0,90 


0,02 


0,33 




0,6 


2,6 


4,2 


D30A 


1 


3,0 


0,97 


1,0 


1.0 




52 


330 


220 


A34D 


2 


0.56 


0,56 


0,06 


0,38 




<0,5 


<0,5 


2,9 


D53A 


1 


1,1 


1,2 


0,99 


1,2 




130 






D30A/A34D 


1/2 


1.9 


0,85 


0,02 


0,31 




<Q,5 


2,2 


7,4 


A34D/D53A 


2/1 


1.1 


1,5 


<0,02 


0,31 




<0,5 


<0,5 


0,7 
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SEQUENZPROTOKOTJ. 

<110> Sebald, Walter 

^ <120> Mutein einer Kette eines Proteins aus der Superfamilie 
des Wachstumsfaktors TGF-beta 

<130> p31262 

<140> 
<141> 

15 

<160> 30 

<170> Patentin Ver. 2.1 

20 

<210> 1 
<211> 114 
2^ <212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<220> 
30 <223> hBMP-2 

<400> 1 

Gin Ala Lys His Lys Gin Arg Lys Arg Leu Lys Ser Ser Cys Lys Arg 
15 10 15 

His Pro Leu Tyr Val Asp Phe Ser Asp Val Gly Trp Asn Asp Trp lie 
40 20 25 30 

Val Ala Pro Pro Gly Tyr His Ala Phe Tyr Cys His Gly Glu Cys Pro 
35 40 45 

45 

Phe Pro Leu Ala Asp His Leu Asn Ser Thr Asn His Ala He Val Gin 
50 55 60 

50 

Thr Leu Val Asn Ser Val Asn Ser Lys He Pro Lys Ala Cys Cys Val 
65 70 75 80 

55 Pro Thr Glu Leu Ser Ala lie Ser Met Leu Tyr Leu Asp Glu Asn Glu 

85 90 95 

Lys Val Val Leu Lys Asn Tyr Gin Asp Met Val Val Glu Gly Cys Gly 
<50 100 105 110 

Cys Arg 

65 
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<210> 2 
<211> 116 
<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<220> 

<223> hBMP-4 

<400> 2 

Ser Pro Lys His His Ser Gin Arg Ala Arg Lys Lys Asn Lys Asn Cys 
15 10 15 

Arg Arg His Ser Leu Tyr Val Asp Phe Ser Asp Val Gly Trp Asn Asp 
20 25 30 

Trp lie Val Ala Pro Pro Gly Tyr Gin Ala Phe Tyr Cys His Gly Asp 
35 40 45 

Cys Pro Phe Pro Leu Ala Asp His Leu Asn Ser Thr Asn His Ala He 
50 55 60 

Val Gin Thr Leu Val Asn Ser Val Asn Ser Ser lie Pro Lys Ala Cys 
65 70 75 80 

Cys Val Pro Thr Glu Leu Ser Ala lie Ser Met Leu Tyr Leu Asp Glu 
85 90 95 



<400> 3 

Gin Trp He Glu Pro Arg Asn Cys Ala Arg Arg Tyr Leu Lys Val As'p 
15 10 15 



10 



15 



20 



25 



30 



35 



Tyr Asp Lys Val Val Leu Lys Asn Tyr Gin Glu Met Val Val Glu Gly 

100 105 110 40 

Cys Gly Cys Arg 
115 

45 



<210> 3 
<211> 110 

50 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<220> 55 
<223> hBMP-3 



60 



65 
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Phe Ala Asp He Gly Trp Ser Glu Trp He He Ser Pro Lys Ser Phe 
20 25 30 

5 

Asp Ala Tyr Tyr Cys Ser Gly Ala Cys Gin Phe Pro Met Pro Lys Ser 
35 40 45 

10 Leu Lys Pro Ser Asn His Ala Thr He Gin Ser He Val Arg Ala Val 
50 55 60 

Gly Val Val Pro Gly He Pro Glu Pro Cys Cys Val Pro Glu Lys Met 
15 65 70 75 80 

Ser Ser Leu Ser He Leu Phe Phe Asp Glu Asn Lys Asn Val Val Leu 
85 90 95 

20 

Lys Val Tyr Pro Asn Met Thr Val Glu Ser Cys Ala Cys Arg 
100 105 110 

25 

<210> 4 
<211> 132 
3° <212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<220> 

35 

<223> hBMP-5 
<400> 4 

40 Asn Gin Asn Arg Asn Lys Ser Ser Ser His Gin Asp Ser Ser Arg Met 
15 10 15 

Ser Ser Val Gly Asp Tyr Asn Thr Ser Glu Gin Lys Gin Ala Cys Lys 
20 25 30 

Lys His Glu Leu Tyr Val Ser Phe Arg Asp Leu Gly Trp Gin Asp Trp 
35 40 45 

He He Ala Pro Glu Gly Tyr Ala Ala Phe Tyr Cys Asp Gly Glu Cys 
50 55 60 

55 

Ser Phe Pro Leu Asn Ala His Met Asn Ala Thr Asn His Ala He Val 
65 70 75 80 

^ Gin Thr Leu Val His Leu Met Phe Pro Asp His val Pro Lys Pro Cys 

85 90 95 

Cys Ala Pro Thr Lys Leu Asn Ala He Ser Val Leu Tyr Phe Asp Asp 
100 105 110 
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Ser Ser Asn Val lie Leu Lys Lys Tyr Arg Asn Met Val Val Arg Ser 
115 120 125 



Cys Gly cys His 
130 



<210> 5 

<211> 132 
<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<220> 

<223> hBMP-6 



Gin Thr Leu Val His Leu Met Asn Pro Glu Tyr Val Pro Lys Pro Cys 
85 90 95 

Cys Ala Pro Thr Lys Leu Asn Ala lie Ser Val Leu Tyr Phe Asp Asp 
100 105 110 

Asn ser Asn Val lie Leu Lys Lys Tyr Arg Asn Met Val Val Arg Ala 
115 120 125 

Cys Gly Cys His 
130 



<210> 6 
<211> 139 
<212> PRT 



10 



15 



20 



<400> 5 

Gin Gin Ser Arg Asn Arg Ser Thr Gin Ser Gin Asp Val Ala Arg Val 

15 10 15 25 

Ser Ser Ala Ser Asp Tyr Asn Ser Ser Glu Leu Lys Thr Ala Cys Arg 
20 25 30 

30 

Lys His Glu Leu Tyr Val Ser Phe Gin Asp Leu Gly Trp Gin Asp Trp 
35 40 45 

lie Xle Ala Pro Lys Gly Tyr Ala Ala Asn Tyr Cys Asp Gly Glu Cys 
50 55 60 

Ser Phe Pro Leu Asn Ala His Met Asn Ala Thr Asn His Ala lie Val 40 
65 70 75 80 



35 



45 



50 



55 



60 



65 
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<213> Homo sapiens 

<220> 
^ <223> hBMP-7 

<400> 6 

10 Ser Thr Gly Ser Lys Gin Arg Ser Gin Asn Arg Ser Lys Thr Pro Lys 
15 10 15 

Asn Gin Glu Ala Leu Arg Met Ala Asn Val Ala Glu Asn Ser Ser Ser 
15 20 25 30 

Asp Gin Arg Gin Ala Cys Lys Lys His Glu Leu Tyr Val Ser Phe Arg 
35 40 45 

20 

Asp Leu Gly Trp Gin Asp Trp lie He Ala Pro Glu Gly Tyr Ala Ala 
50 55 60 

25 

Tyr Tyr Cys Glu Gly Glu Cys Ala Phe Pro Leu Asn Ser Tyr Met Asn 
65 70 75 80 

Of) 

Ala Thr Asn His Ala lie Val Gin Thr Leu Val His Phe He Asn Pro 
85 90 95 

2j Glu Thr Val Pro Lys Pro Cys Cys Ala Pro Thr Gin Leu Asn Ala He 
100 105 110 

Ser Val Leu Tyr Phe Asp Asp Ser Ser Asn Val He Leu Lys Lys Tyr 
40 115 120 125 

Arg Asn Met Val Val Arg Ala Cys Gly Cys His 
130 135 

45 



<210> 7 

50 <211> 139- 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

55 <220> 

<223> hBMP-8 



60 



65 



<400> 7 

Ala Val Arg Pro Leu Arg Arg Arg Gin Pro Lys Lys Ser Asn Glu Leu 
15 10 15 

Pro Gin Ala Asn Arg Leu Pro Gly He Phe Asp Asp Val His Gly Ser 
20 25 30 
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His Gly Arg Gin Val Cys Arg Arg His Glu Leu Tyr Val Ser Phe Gin 
35 40 45 

Asp Leu Gly Trp Leu Asp Trp val He Ala Pro Gin Gly Tyr Ser Ala 
50 55 60 

Tyr Tyr Cys Glu Gly Glu Cys Ser Phe Pro Leu Asp Ser Cys Met Asn 
65 70 75 80 

Ala Thr Asn His Ala He Leu Gin Ser Leu Val His Leu Met Lys Pro 
85 90 95 

Asn Ala Val Pro Lys Ala Cys Cys Ala Pro Thr Lys Leu Ser Ala Thr 
100 105 110 

Ser Val Leu Tyr Tyr Asp Ser Ser Asn Asn Val He Leu Arg Lys His 
115 120 125 



Arg Asn Met Val Val Lys Ala Cys Gly Cys His 
130 135 



<210> 8 
<211> 108 
<212> PRT 

<213> Homo sapiens 
<220> 

<223> hBMP-10 
<400> 8 

Asn Ala Lys Gly Asn Tyr Cys Lys Arg Thr Pro Leu Tyr He Asp Phe 
15 10 15 

Lys Glu He Gly Trp Asp Ser Trp He He Ala Pro Pro Gly Tyr Glu 
20 25 30 

Ala Tyr Glu Cys Arg Gly Val Cys Asn Tyr Pro Leu Ala Glu His Leu 
35 40 45 

Thr Pro Thr Lys His Ala He He Gin Ala Leu Val His Leu Lys Asn 
50 55 60 

Ser Gin Lys Ala Ser Lys Ala Cys Cys Val Pro Thr Lys Leu Glu Pro 
65 70 75 80 

He Ser He Leu Tyr Leu Asp Lys Gly Val Val Thr Tyr Lys Phe Lys 
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85 



90 



95 



Tyr Glu Gly Met Ala Val Ser Glu Cys Gly Cys Arg 



100 



105 



JO <210> 9 
<211> 109 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

15 

<220> 

<223> hBMP-11- 



20 

<400> 9 



Asn Leu Gly Leu Asp Cys Asp Glu His Ser Ser Glu Ser Arg Cys Cys 
15 10 15 

25 

Arg Tyr Pro Leu Thr Val Asp Phe Glu Ala Phe Gly Trp Asp Trp lie 
20 25 30 

3° lie Ala Pro Lys Arg Tyr Lys Ala Asn Tyr Cys Ser Gly Gin Cys Glu 
35 40 45 

Tyr Met Phe Met Gin Lys Tyr Pro His Thr His Leu Val Gin Gin Ala 
50 55 60 

Asn Pro Arg Gly Ser Ala Gly Pro Cys Cys Thr Pro Thr Lys Met Ser 
40 65 70 75 80 

Pro lie Asn Met Leu Tyr Phe Asn Asp Lys Gin Gin lie lie Tyr Gly 
85 90 95 

45 

Lys lie Pro Gly Met Val Val Asp Arg Cys Gly Cys Ser 
100 105 

50 

<210> 10 
<211> 125 
55 <212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<220> 

<223> hBMP-15 

<400> 10 

Gin Ala Cys Ser He Glu Ser Asp Ala Ser Cys Pro Ser Gin Glu His 

65 

15 10 15 
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Asp Gly Ser Val Asn Asn Gin Cys 

20 

Phe His Gin Leu Gly Trp Asp His 
35 40 

Thr Pro Asn Tyr Cys Lys Gly lie 
50 55 

Leu Asn Ser Pro Asn His Ala lie 
65 70 

Val Asn His Ser Val Pro Gin Pro 

85 

Pro Met Ser lie Leu Leu lie Glu 
100 

Glu Tyr Glu Gly Met He Ala Gin 
115 120 



Ser Leu His Pro Tyr Lys Val Ser 
25 30 

Trp He He Ala Pro Arg Leu Tyr 
45 

Cys Thr Arg Val Leu Pro Tyr Gly 
60 

He Gin Ser Leu Val Asn Glu Leu 
75 80 

Ser Cys Val Pro Tyr Asn Phe Leu 
90 95 

Thr Asn Gly Ser He Leu Tyr Lys 
105 110 

Ser Cys Thr Cys Arg 
125 



<210> 11 
<211> 119 
<212> PRT 

<213> Homo sapiens 
<220> 

<223> hGDF-1 
<400> 11 

Asp Ala Glu Pro Val Leu Gly Gly Gly Pro Gly Gly Ala Cys Arg Ala 
15 10 15 

Arg Arg Leu Tyr Val Ser Phe Arg Glu Val Gly Trp His Arg Trp Val 
20 25 30 

He Ala Pro Arg Gly Phe Leu Ala Asn Tyr Cys Gin Gly Gin Cys Ala 
35 40 45 

Leu Pro Val Ala Leu Ser Gly Ser Gly Gly Pro Pro Ala Leu Asn His 
50 55 60 

Ala Val Leu Arg Ala Leu Met His Ala Ala Ala Pro Gly Ala Ala Asp 
65 70 75 80 



Leu Pro Cys Cys Val Pro Ala Arg Leu Ser Pro He Ser Val Leu Phe 
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85 



90 



95 



Phe Asp Asn Ser Asp Asn Val Val Leu Arg Gin Tyr Glu Asp Met Val 



100 



105 



110 



10 



Val Asp Glu Cys Gly Cys Arg 
115 



<210> 12 
15 <211> 110 
<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

20 

<220> 

<223> hGDF-2 
25 <400> 12 

Ser Ala Gly Ala Gly Ser His Cys Gin Lys Thr Ser Leu Arg Val Asn 
15 10 15 

3° Phe Glu Asp lie Gly Trp Asp Ser Trp lie lie Ala Pro Lys Glu Tyr 
20 25 30 

Glu Ala Tyr Glu Cys Lys Gly Gly Cys Phe Phe Pro Leu Ala Asp Asp 
35 40 45 

Val Thr Pro Thr Lys His Ala He Val Gin Thr Leu Val His Leu Lys 
40 50 55 60 

Phe Pro Thr Lys Val Gly Lys Ala Cys Cys Val Pro Thr Lys Leu Ser 
65 70 75 80 

45 

Pro He Ser Val Leu Tyr Lys Asp Asp Met Gly Val Pro Thr Leu Lys 
85 90 95 

50 

Tyr His Tyr Glu Gly Met Ser Val Ala Glu Cys Gly Cys Arg 
100 105 110 

55 

<210> 13 
<211> 114 
<212> PRT 

<213> Mus musculus 

<220> 

<223> mGDF-3 

65 
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<400> 13 

Ala Ala lie Ser Val Pro Lys Gly Phe Cys Arg Asn Phe Cys His Arg 
15 10 15 

His Gin Leu Phe He Asn Phe Gin Asp Leu Gly Trp His Lys Trp Val 
20 25 30 

"fie Ala Pro Lys Gly Phe Met Ala Asn Tyr Cys His Gly Glu Cys Pro 
35 40 45 

Phe Ser Met Thr Thr Tyr Leu Asn Ser Ser Asn Tyr Ala Phe Met Gin 
50 55 60 

Ala Leu Met His Met Ala Asp Pro Lys Val Pro Lys Ala Val Cys Val 
65 70 75 80 

Pro Thr Lys Leu Ser Pro He Ser Met Leu Tyr Gin Asp Ser Asp Lys 
85 90 95 

Asn Val lie Leu Arg His Tyr Glu Asp Met Val Val Asp Glu Cys Gly 
100 105 110 

Cys Gly 



<210> 14 
<211> 120 
<212> PRT 

<213> Homo sapiens 
<220> 

<223> hGDF-5 
<400> 14 

Ala Pro Ser Ala Thr Arg Gin Gly Lys Arg Pro Ser Lys Asn Leu Lys 
15 10 15 

Ala Arg Cys Ser Arg Lys Ala Leu His Val Asn Phe Lys Asp Met Gly 
20 25 30 

Trp Asp Asp Trp He He Ala Pro Leu Glu Tyr Glu Ala Phe His Cys 
35 40 45 

Glu Gly Leu Cys Glu Phe Pro Leu Arg Ser His Leu Glu Pro Thr Asn 
50 55 60 

His Ala Val He Gin Thr Leu Met Asn Ser Met Asp Pro Glu Ser Thr 
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65 70 75 80 

Pro Pro Thr Cys Cys Val Pro Thr Arg Leu Ser Pro lie Ser lie Leu 
85 90 95 

Phe lie Asp Ser Ala Asn Asn Val Val Tyr Lys Gin Tyr Glu Asp Met 
10 100 105 110 

Val Val Glu Ser Cys Gly Cys Arg 
115 120 

15 

<210> 15 
<211> 120 

20 

<Z12> PRT 

<213> Mus musculus 

25 <220> 

<223> mGDF-6 

<400> 15 

an 

Thr Ala Phe Ala Ser Arg His Gly Lys Arg His Gly Lys Lys Ser Arg 
15 10 15 

Leu Arg Cys Ser Arg Lys Pro Leu His Val Asn Phe Lys Glu Leu Gly 
20 25 30 

Trp Asp Asp Trp He He Ala Pro Leu Glu Tyr Glu Ala Tyr His Cys 
40 35 40 45 

Glu Gly Val Cys Asp Phe Pro Leu Arg Ser His Leu Glu Pro Thr Asn 
50 55 60 

45 

His Ala He He Gin Thr Leu Met Asn Ser Met Asp Pro Gly Ser Thr 
65 70 75 80 

50 

Pro Pro Ser Cys Cys Val Pro Thr Lys Leu Thr Pro He Ser He Leu 
85 90 95 

55 Tyr He Asp Ala Gly Asn Asn Val Val Tyr Lys Gin Tyr Glu Asp Met 
100 105 110 

Val Val Glu Ser Cys Gly Cys Arg 
115 120 



„ <210> 16 

65 

<211> 146 
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<212> PRT 

<213> Mus musculus 
<220> 

<223> mGDF-7 
<400> 16 

Thr Ala Leu Ala Gly Thr Arg Gly Ala Gin Gly Ser Gly Gly Gly Gly 
15 10 15 

Gly Gly Gly Gly Gly Gly Gly Gly Gly Gly Gly Gly Gly Gly Gly Gly 
20 25 30 

Ala Gly Arg Gly His Gly Arg Arg Gly Arg Ser Arg Cys Ser Arg Lys 
35 40 45 

Ser Leu His Val Asp Phe Lys Glu Leu Gly Trp Asp Asp Trp lie lie 
50 55 60 

Ala Pro Leu Asp Tyr Glu Ala Tyr His Cys Glu Gly Val Cys Asp Phe 
65 70 75 80 

Pro Leu Arg Ser His Leu Glu Pro Thr Asn His Ala He He Gin Thr 
85 90 95 

Leu Leu Asn Ser Met Ala Pro Asp Ala Ala Pro Ala Ser Cys Cys Val 
100 105 110 

Pro Ala Arg Leu Ser Pro lie Ser He Leu Tyr He Asp Ala Ala Asn 
115 120 125 

Asn Val Val Tyr Lys Gin Tyr Glu Asp Met Val Val Glu Ala Cys Gly 
130 135 140 

Cys Arg 
145 



<210> 17 
<211> 109 
<212> PRT 

<213> Homo sapiens 
<220> 

<223> hGDF-8 

<400> 17 

Asp Phe Gly Leu Asp Cys Asp Glu His Ser Thr Glu Ser Arg Cys Cys 
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15 10 15 

Arg Tyr Pro Leu Thr Val Asp Phe Glu Ala Phe Gly Trp Asp Trp lie 
^ 20 25 30 

lie Ala Pro Lys Arg Tyr Lys Ala Asn Tyr Cys Ser Gly Glu Cys Glu 
10 35 40 45 

Phe Val Phe Leu Gin Lys Tyr Pro His Thr His Leu Val His Gin Ala 
50 55 60 

15 

Asn Pro Arg Gly Ser Ala Gly Pro Cys Cys Thr Pro Thr Lys Met Ser 
65 70 75 80 

20 

Pro lie Asn Met Leu Tyr Phe Asn Gly Lys Glu Gin lie lie Tyr Gly 
85 90 95 

25 Lys lie Pro Ala Met Val Val Asp Arg Cys Gly Cys Ser 
100 105 



3° <210> 18 
<211> 135 
<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

35 

<220> 

<223> hGDF-9 

40 

<400> 18 

Gly Gin Glu Thr Val Ser Ser Glu Leu Lys Lys Pro Leu Gly Pro Ala 
15 10 15 

45 

Ser Phe Asn Leu Ser Glu Tyr Phe Arg Gin Phe Leu Leu Pro Gin Asn 
20 25 30 

50 

Glu Cys Glu Leu His Asp Phe Arg Leu Ser Phe Ser Gin Leu Lys Trp 
35 40 45 

55 Asp Asn Trp lie Val Ala Pro His Arg Tyr Asn Pro Arg Tyr Cys Lys 
50 55 60 

Gly Asp Cys Pro Arg Ala Val Gly His Arg Tyr Gly Ser Pro Val His 
^ 65 70 75 80 

Thr Met Val Gin Asn lie He Tyr Glu Lys Leu Asp Ser Ser Val Pro 
65 50 95 
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Arg Pro Ser Cys val Pro Ala Lys Tyr Ser Pro Leu Ser Val Leu Thr 
100 105 110 

He Glu Pro Asp Gly Ser He Ala Tyr Lys Glu Tyr Glu Asp Met He 
115 120 125 

Ala Thr Lys Cys Thr Cys Arg 
130 135 



<210> 19 
<211> 125 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 
<220> 

<223> hGDF-9b 
<400> 19 

Gin Ala Asp Gly He Ser Ala Glu Val Thr Ala Ser Ser Ser Lys His 
15 10 15 

Ser Gly Pro Glu Asn Asn Gin Cys Ser Leu His Pro Phe Gin He Ser 
20 25 30 

Phe Arg Gin Leu Gly Trp Asp His Trp He He Ala Pro Pro Phe Tyr 
35 40 45 

Thr Pro Asn Tyr Cys Lys Gly Thr Cys Leu Arg Val Leu Arg Asp Gly 
50 55 60 

Leu Asn Ser Pro Asn His Ala He He Gin Asn Leu He Asn Gin Leu 

65 70 75 80 

Val Asp Gin Ser Val Pro Arg Pro Ser Cys Val Pro Tyr Lys Tyr Val 
85 90 95 

Pro He Ser Val Leu Met He Glu Ala Asn Gly Ser He Leu Tyr Lys 
100 105 110 

Glu Tyr Glu Gly Met He Ala Glu Ser Cys Thr Cys Arg 
115 120 125 



<210> 20 
<211> 110 
<212> PRT 

<213> Homo sapiens 
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<220> 

<223> hGDF-10 
^ <400> 20 

Gin Trp Asp Glu Pro Arg Val Cys Ser Arg Arg Tyr Leu Lys Val Asp 
15 10 15 

10 

Phe Ala Asp lie Gly Trp Asn Glu Trp He He Ser Pro Lys Ser Phe 
20 25 30 

15 Asp Ala Tyr Tyr Cys Ala Gly Ala Cys Glu Phe Pro Met Pro Lys He 
35 40 45 

val Arg Pro Ser Asn His Ala Thr He Gin Ser He Val Arg Ala Val 

20 ^ 

50 55 60 

Gly He He Pro Gly He Pro Glu Pro Cys Cys Val Pro Asp Lys Met 

25 65 70 75 80 

Asn Ser Leu Gly Val Leu Phe Leu Asp Glu Asn Arg Asn Val Val Leu 
85 90 95 

30 

Lys Val Tyr Pro Asn Met Ser Val Asp Thr Cys Ala Cys Arg 
100 105 110 

35 



<210> 21 
40 <211> 112 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 
<220> 

<223> hTGF-bl 
<400> 21 

50 

Ala Leu Asp Thr Asn Tyr Cys Phe Ser Ser Thr Glu Lys Asn Cys Cys 
15 10 15 

55 Val Arg Gin Leu Tyr He Asp Phe Arg Lys Asp Leu Gly Trp Lys Trp 
20 25 30 

He His Glu Pro Lys Gly Tyr His Ala Asn Phe Cys Leu Gly Pro Cys 
^ 35 40 45 

Pro Tyr He Trp Ser Leu Asp Thr Gin Tyr Ser Lys Val Leu Ala Leu 
50 55 60 

bo 
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Tyr Asn Gin His Asn Pro Gly Ala Ser Ala Ala Pro Cys Cys Val Pro 

65 70 75 80 

Gin Ala Leu Giu Pro Leu Pro lie Val Tyr Tyr Val Gly Arg Lys Pro 
85 90 95 

Lys Val Glu Gin Leu Ser Asn Met lie Val Arg Ser Cys Lys Cys Ser 
100 105 110 



<210> 22 
<211> 112 
<212> PRT 

<213> Homo sapiens 
<220> 

<223> hTGF-b2 
<400> 22 

Ala Leu Asp Ala Ala Tyr Cys Phe Arg Asn Val Gin Asp Asn Cys Cys 
15 10 15 

Leu Arg Pro Leu Tyr He Asp Phe Lys Arg Asp Leu Gly Trp Lys Trp 

20 25 30 

He His Glu Pro Lys Gly Tyr Asn Ala Asn Phe Cys Ala Gly Ala Cys 
35 40 45 

Pro Tyr Leu Trp Ser Ser Asp Thr Gin His Ser Arg Val Leu Ser Leu 
50 55 60 

Tyr Asn Thr lie Asn Pro Glu Ala Ser Ala Ser Pro Cys Cys Val Ser 
65 70 75 80 

Gin Asp Leu Glu Pro Leu Thr He Leu Tyr Tyr He Gly Lys Thr Pro 
85 90 95 

Lys He Glu Gin Leu Ser Asn Met He Val Lys Ser Cys Lys Cys Ser 
100 105 110 



31 



6/21/2009, EAST Version: 2.3.0.3 



DE 100 26 713 A 1 



<210> 23 
<211> 112 
<212> PRT 

5 

<213> Homo sapiens 

<220> 
10 <223> hTGF-b3 

<400> 23 

Ala Leu Asp Thr Asn Tyr Cys Phe Arg Asn Leu Glu Glu Asn Cys Cys 
15 1 5 10 15 

Val Arg Pro Leu Tyr lie Asp Phe Arg Gin Asp Leu Gly Trp Lys Trp 
20 25 30 

20 

Val His Glu Pro Lys Gly Tyr Tyr Ala Asn Phe Cys Ser Gly Pro Cys 
35 40 45 

25 

Pro Tyr Leu Arg Ser Ala Asp Thr Thr His Ser Thr Val Leu Gly Leu 
50 55 60 

30 jj^j. j^gy ^gjj pj.^ Q2.U. Ala Ser Ala Ser Pro Cys Cys Val Pro 

65 70 75 80 

Gin Asp Leu Glu Pro Leu Thr lie Leu Tyr Tyr Val Gly Arg Thr Pro 
85 90 95 

Lys Val Glu Gin Leu Ser Asn Met Val Val Lys Ser Cys Lys Cys Ser 
40 100 105 110 



45 



<210> 24 
50 <211> 134 
<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

55 <220> 

<223> hinh-a 

<400> 24 

^ Ser Thr Pro Leu Met Ser Trp Pro Trp Ser Pro Ser Ala Leu Arg Leu 
15 10 15 

^ Leu Gin Arg Pro Pro Glu Glu Pro Ala Ala His Ala Asn Cys His Arg 
20 25 30 



32 



6/21/2009, EAST Version: 2.3.0.3 



DE 100 26 713 A 1 



Val Ala Leu Asn He Ser Phe Gin 
35 40 

Val Tyr Pro Pro Ser Phe He Phe 
50 55 

Leu His He Pro Pro Asn Leu Ser 
65 70 

Thr Pro Ala Gin Pro Tyr Ser Leu 
85 

Ala Ala Leu Pro Gly Thr Met Arg 

100 

Asp Gly Gly Tyr Ser Phe Lys Tyr 
115 120 

Gin His Cys Ala Cys lie 
130 



Glu Leu Gly Trp Glu Arg Trp He 
45 

His Tyr Cys His Gly Gly Cys Gly 
60 

Leu Pro Val Pro Gly Ala Pro Pro 
75 80 

Leu Pro Gly Ala Gin Pro Cys Cys 
90 95 

Pro Leu His Val Arg Thr Thr Ser 

105 110 

Glu Thr Val Pro Asn Leu Leu Thr 
125 



<210> 25 
<211> 116 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 
<220> 

<223> hAct-A 
<400> 25 

Gly Leu Glu Cys Asp Gly Lys Val Asn He Cys Cys Lys Lys Gin Phe 
15 10 15 

Phe Val Ser Phe Lys Asp He Gly Trp Asn Asp Trp He He Ala Pro 
20 25 30 

Ser Gly Tyr His Ala Asn Tyr Cys Glu Gly Glu Cys Pro Ser His He 
35 40 45 

Ala Gly Thr Ser Gly Ser Ser Leu Ser Phe His Ser Thr Val He Asn 
50 55 60 

His Tyr Arg Met Arg Gly His Ser Pro Phe Ala Asn Leu Lys Ser Cys 
65 70 75 80 

Cys Val Pro Thr Lys Leu Arg Pro Met Ser Met Leu Tyr Tyr Asp Asp 
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85 



90 



95 



Gly Gin Asn lie He Lys Lys Asp He Gin Asn Met He Val Glu Glu 



100 



105 



110 



10 



Cys Gly Cys Ser 
115 



<210> 26 
15 <211> 115 
<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

20 

<220> 

<223> hAct-B 
25 <400> 26 

Gly Leu Glu Cys Asp Gly Arg Thr Asn Leu Cys Cys Arg Gin Gin Phe 
15 10 15 

^° Phe lie Asp Phe Arg Leu He Gly Trp Asn Asp Trp He He Ala Pro 
20 25 30 

Thr Gly Tyr Tyr Gly Asn Tyr Cys Glu Gly Ser Cys Pro Ala Tyr Leu 
35 40 45 

Ala Gly Val Pro Gly Ser Ala Ser Ser Phe His Thr Ala Val Val Asn 
40 50 55 60 

Gin Tyr Arg Met Arg Gly Leu Asn Pro Gly Thr Val Asn Ser Cys Cys 
65 70 75 80 

45 

He Pro Thr Lys Leu Ser Thr Met Ser Met Leu Tyr Phe Asp Asp Glu 
85 90 95 

50 

Tyr Asn He Val Lys Arg Asp Val Pro Asn Met He Val Glu Glu Cys 
100 105 110 

55 Gly Cys Ala 
115 



<210> 27 
<2H> 116 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 
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<220> 

<223> hAct-C 
<400> 27 

Gly lie Asp Cys Gin Gly Gly Ser Arg Met Cys Cys Arg Gin Glu Phe 
15 10 15 

Phe Val Asp Phe Arg Glu lie Gly Trp His Asp Trp He He Gin Pro 
20 25 30 

Glu Gly Tyr Ala Met Asn Phe Cys He Gly Gin Cys Pro Leu His He 
35 40 45 

Ala Gly Met Pro Gly He Ala Ala Ser Phe His Thr Ala Val Leu Asn 
50 55 60 

Leu Leu Lys Ala Asn Thr Ala Ala Gly Thr Thr Gly Gly Gly Ser Cys 
65 70 75 80 

Cys Val Pro Thr Ala Arg Arg Pro Leu Ser Leu Leu Tyr Tyr Asp Arg 
85 90 95 

Asp Ser Asn He Val Lys Thr Asp He Pro Asp Met Val Val Glu Ala 
100 105 110 

Cys Gly Cys Ser 
115 



<210> 28 
<211> 109 
<212> PRT 

<213> Homo sapiens 
<220> 

<223> hMIS 

<400> 28 

Ser Ala Gly Ala Thr Ala Ala Asp Gly Pro Cys Ala Leu Arg Glu Leu 
15 10 15 

Ser Val Asp Leu Arg Ala Glu Arg Ser Val Leu He Pro Glu Thr Tyr 
20 25 30 

Gin Ala Asn Asn Cys Gin Gly Val Cys Gly Trp Pro Gin Ser Asp Arg 
35 40 45 

Asn Pro Arg Tyr Gly Asn His Val Val Leu Leu Leu Lys Met Gin Ala 
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50 55 60 

Arg Gly Ala Ala Leu Ala Arg Pro Pro Cys Cys Val Pro Thr Ala Tyr 
^ 65 70 75 80 

Ala Gly Lys Leu Leu lie Ser Leu Ser Glu Glu Arg He Ser Ala His 
10 85 90 95 

His Val Pro Asn Met Val Ala Thr Glu Cys Gly Cys Arg 
100 105 

15 

<210> 29 
<211> 134 

20 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

25 <220> 

<223> hGDNF 

<400> 29 

30 Ser Pro Asp Lys Gin Met Ala Val Leu Pro Arg Arg Glu Arg Asn Arg 
15 10 15 

Gin Ala Ala Ala Ala Asn Pro Glu Asn Ser Arg Gly Lys Gly Arg Arg 
20 25 30 

Gly Gin Arg Gly Lys Asn Arg Gly Cys Val Leu Thr Ala He His Leu 
40 35 40 45 

Asn Val Thr Asp Leu Gly Leu Gly Tyr Glu Thr Lys Glu Glu Leu He 
50 55 60 

45 

Phe Arg Tyr Cys Ser Gly Ser Cys Asp Ala Ala Glu Thr Thr Tyr Asp 
65 70 75 30 

50 

Lys lie Leu Lys Asn Leu Ser Arg Asn Arg Arg Leu Val Ser Asp Lys 
85 90 95 

55 Val Gly Gin Ala Cys Cys Arg Pro He Ala Phe Asp Asp Asp Leu Ser 
100 105 110 

Phe Leu Asp Asp Asn Leu Val Tyr His He Leu Arg Lys His Ser Ala 
^ H5 120 125 



65 



Lys Arg Cys Gly Cys He 
130 
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<210> 30 
<211> 139 
<212> PRT 

<213> Mus rausculus 

<220> 

<223> hBMP-8b 



His Gly Arg Glu Val Cys Arg Thr Gly Glu Leu Tyr Val Ser Phe Arg 
35 40 45 

Asp Leu Gly Trp Leu Asp Ser Val lie Ala Pro Gin Gly Tyr Ser Ala 
50 55 60 

Tyr Tyr Cys Ala Gly Glu Cys lie Tyr Pro Leu Asn Ser Cys Met Asn 
65 70 75 80 

Ser Thr Asn His Ala Thr Met Gin Ala Leu Val His Leu Met Lys Pro 
85 90 95 



10 



<400> 30 

Thr Ala Arg Pro Leu Lys Lys Lys Gin Leu Asn Gin lie Asn Gin Leu 

15 10 15 15 

Pro His Ser Asn Lys His Leu Gly lie Leu Asp Asp Gly His Gly Ser 
20 25 30 



20 



25 



30 



35 



50 



Asp lie lie Pro Lys Val Cys Cys Val Pro Thr Glu Leu Ser Ala lie 

100 105 110 40 

Ser Leu Leu Tyr Tyr Asp Arg Asn Asn Asn Val lie Leu Arg Arg Glu 
115 120 125 

45 

Arg Asn Met Val Val Gin Ala Cys Gly Cys His 
130 135 

Patentanspriiche 

1. Mutein einer Kette eines Proteins aus der Superfamilie des Wachstumsfaktors TGF-|i, wobei das Mutein nach 
Bildung eines Homodimers antagonistische und/oder partiell agonistische Aktivitat aufweist und wobei das Mutein 

an einer oder mehreren Position(en) verandert ist, die im unveranderten Protein an einer niederafiinen Bindung an 55 
seinen Rezeptor beteiligl ist/sind. 

2. Mutein nach Anspruch 1, wobei das Mutein durch Deletion und/oder Substitution und/oder Insertion und/oder 

Modifikation einer oder mehrerer Aminosauren ^'erandert ist. 

3. Mutein nach Anspruch 1 oder 2, wobei das Mutein von einer Kette eines BMP-2-ahnlichen Proteines abgeleitet 

ist und im Mutein eine oder mehrere Position(en) aus dem "Knuckle"-Epitop verandert ist/'sind. 60 

4. Mutein nach Anspruch 3, wobei das BMP-2-ahnIiclie Protein aus der Gruppe ausgewahit ist, die BMP-2, BMP- 

4. BMP-5, BMP-6, BMP-7, GDF-5, GDF-6 und GDF-7 uiiifaBt. 

5. Mutein nach einem der Anspruche 3 oder 4, dadurch gekennzeichnet, daB eine oder mehrere Aminosaure(n), 
ausgewahh aus der Gruppe der Aminosauren, die die oberflachenexponierten Bereiche aus den P-Fahblattstruktu- 

ren ^3, |J4, |J7, |i8 und/oder P9 bilden, deletiert und/oder substituiert und/oder modifiziert ist/sind und/oder daB min- 65 
destens einer der genannten oberflachenexponierten Bereiche durch hisertion einer oder mehrerer Aminosauren 
verandert ist. 

6. Mutein nach einem der Anspruche 3 oder 4, dadurch gekennzeichnet, daB mindestens eine der die P-Faltblatler 
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P3 und P4 verbindenden Aminosauren deletiert und/oder substituiert und/oder modifiz.iert ist und/oder daR in den 
die P-FaltbliiLler P3 und P4 verbindenden Aiiiinosaiirebereich ein oder iiiehrere Aminosauren insertiert sind. 

7. Mutein nacti einem der Ansprilche 3 bis 6, dadurch gekennzeichnet, daB mindestens eine der folgenden Amino- 
sauren deletiert, substituiert und/oder modifiziert ist, wobei sich die Positionsangaben auf BMP-2 beziehen: 

5 V33 A34 P35 P36 G37 Y38 H39 F41 Y42 T82 E83 L84 S85 A86 187 S88 L90 K97 V98 V99 LlOO V107 E109 und 

GllO. 

8. Mutein nach einem der Anspriiche 1 bis 7, dadurch gekennzeichnet, daR es mindestens 50% Tdentitat mit einer 
Ketle eines BMP-2-ahnUchen Wachstumsfaklors aus der TGF-P-Superfamilie hat und antagonistische und/oder 

partiell agonistische Aktivitat aufweist. 
10 9. Mutein nach einem der Anspriiche 1 oder 2, wobei das Mutein von einem Protein der TGF-P-/Aktivin-FamiUe 

abgeleitet ist und im Mutein eine oder melirere Position(en) aus dem "Wrisf'-Epitop verandert ist/sind. 

10. Mutein nach Anspruch 9, wobei das Protein der 'J'GF-p-/Aktivin-Familie aus der Gruppe ausgewahlt ist, die 
TGF-pi, TGF-P2, TGF-P3, Aktivine, Tnhibine, BMP-11 und GDF-8 umfaBt. 

11. Mutein nach einem der Anspriiche 9 oder 10, dadurch gekennzeichnet, daB mindestens eine Aminosaure, aus- 
15 gewahlt aus der Gruppe der Aminosauren, die die oberflachenexponierten Bereiche aus der Helix vor der Faltblatt- 

struktur pi, der Faltblattstruktur pi, der langen Schleife zwischen den Faltblattstrukturen P2 und P3, der Schlaufe 
vor der Helix a3, der Helix a3 sowie der Faltblattstruktur pS bilden, deletiert und/oder substituiert und/oder modi- 
fiziert ist/sind und/oder daB mindestens dncr der gcnanntcn oberflachenexponierten Bereiche durch Insertion einer 
oder mehrerer Aminosauren verandert ist. 
20 12. Mutein nach mindestens einem der Anspriiclie 9 his 11, dadurch gekennzeichnet, daB mindestens eine der fol- 

genden Aminosauren deletiert, substituiert und/oder modifiziert ist, wobei sich die Positionsangaben auf BMP-2 be- 
ziehen: 

K5, S13, V26, G27, W28, N29, D30. W31, P48, F49, P50, A52, D53, H54, N59, 162, V63, L66, N68, S69, ¥70, 
KlOl und Y103. 

2.5 1 3. Mutein nach einem der Anspriiche 1 bis 12, dadurch gekennzeichnet, daB es mindestens 50% Identitat mit einer 

Kette eines TGF-P-/Aktivin-ahnlichen Wachstumsfaklors aus derTGF-P-Superfamilie hat und antagonistische und/ 
oder partiell agonistische Aktivitat aufweist. 

14. Mutein nach einem der Anspriiche 1 bis 13, dadurch gekennzeichnet, daB es mit einem zielspezifischen Mole- 
kill kovalent verbunden ist. 

30 15. Mutein nach Anspruch 14, dadurch gekennzeichnet, daB das zielspezitische Molekiil mit dem Mutein ein Fusi- 

onsprolein hildcl. 

16. Derivat eines Proteins aus der TGF-P-Superfaiiiilie, umfassend ein Mutein gemaB einem der Anspriiche 1 bis 

15 und eine weitere Kette eines Proteins aus der Gruppe der TGF-P-Superfamilie oder dn weiteres Mutein gemaB 
einem der Anspriiche 1 bis 15. 

35 17. Derivat nach Anspruch 16, umfassend ein Homodimer aus Muteinen gemaB einem der Anspriiche 1 bis 15. 

18. Derivat nach Anspruch 16, umfassend ein Heterodimer aus Muteinen gemaB einem der Anspriiche 1 bis 15. 

1 9. Pharmazeutische Zusammensetzung, umfassend mindestens dn Mutein gemaB einem der Anspriiche 1 bis 15 
und/oder ein Derivat gemaB einem der Anspriiche 16 bis 18 und/oder ein pharmazeutisch vertragliches Salz davon. 

20. Verwendung eines Muteins nach einem der Anspriiche 1 bis 15 und/oder eines Derivates nach einem der An- 
40 spriiche 16 bis 18 zum Herstellen einer Zusammensetzung zurProphylaxeund/oder Behandlung vonErkrankungen, 

die durch ein Protein aus der Superfamilie des Wachstumsfaklors TGF-P vermitlell werden. 

2 1 . Antikorper gegen ein Mutein nach einem der Anspriiche 1 bis 15 oder ein Derivat gemaB einem der Anspriiche 

16 bis 18. 

22. Nukleinsaure, enthaltend eine Nukleinsaiiresequenz, ausgewahlt aus: 

45 (i) einer fiir ein Mutein nach einem der Anspriiche 1-15 kodierenden Nukleinsauresequenz; 

(ii) dner zu der Nukleinsauresequenz nach (i) komplemenlaren Nukleinsauresequenz und 

(iii) einer Nukleinsauresequenz, die mil einer Nukleinsauresequenz nach (ii) hybridisiert und fiir ein Mutein 
kodierl, das nach Bildung eines Homodimers antagonistische oder partiell agonistische Aktivitat aufweist. 

23. Nukleinsaure nach Anspruch 22, dadurch gekennzeichnet, daB die Hybridisierung nach (iii) unler slringenlen 
50 Bedingungen durchgefiihrt wird, 

24. Nukleinsaure nach Anspruch 19, dadurch gekennzeichnet, daB die Nukldnsaure genomische DNA, cDNA, 
synthetische DNA oder RNA ist. 

25. Nukleinsaure gemaB einem der Anspriiche 22 bis 24, weiterhin umfassend einen zur ExpressionskontroUe ge- 
eignelen Promolor, wobei die flir ein Mutein kodierende Nukleinsauresequenz unler der Konlrolle des Promoters 

55 sleht. 

26. Veklor, enthaltend eine Nukleinsaure nach einem der Anspruche 22 bis 28. 

27. Wirtsorganismus, enthaltend eine Nukleinsaure nach einem der Anspriiche 22 bis 25 oder ein Veklor nach An- 
spruch 26. 

28. Verfahren zum Herstellen eines Muteines gemaB einem der Anspriiche 1-15, umfassend das Kultivieren eines 
60 Wirtsorganismus gemaB Anspruch 27 unler zur Expression geeignelen Bedingungen und ggf. das Aufreinigen des 

exprimierten Muteins. 



Hierzu 15 Seile(n) Zeichnungen 
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